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Y así fuimos nacidos nosotros,  
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los averiguadores,  
los buscadores de la vida.  
 
(El Génesis, según los Mayas) 
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RESUMEN 
 
La Región Pampeana Argentina experimentó los cambios históricos de mayor envergadura en el uso del 
suelo de todo el país y concentra actualmente una gran variedad de producciones agrícolas que tienen 
como factor común el uso de agroquímicos. Los anfibios han logrado explotar algunos de los recursos 
provistos por los agroecosistemas y persistir en este paisaje alterado, encontrándose potencialmente 
expuestos a una gran variedad de compuestos asociados a las prácticas agrícolas de la región. 
Se propuso como objetivo general estudiar el efecto de la utilización de plaguicidas empleados en 
agroecosistemas del noreste de la Región Pampeana sobre anfibios anuros, para lo cual fueron 
formulados los siguientes objetivos: 1) estudiar efectos de plaguicidas sobre larvas de Hypsiboas 
pulchellus, Rhinella fernandezae y Leptodactylus latrans en condiciones de campo. 2) Estimar 
densidades poblacionales en adultos de H. pulchellus, R. fernandezae y L. latrans incluyendo un 
seguimiento de anormalidades e índices de condición corporal. 3) Realizar un análisis a nivel de los 
ensambles de anfibios en agroecosistemas. 4) Evaluar la peligrosidad asociada a los plaguicidas 
seleccionados sobre anfibios de la Región Pampeana Argentina.  
Fueron estudiados los efectos sobre la supervivencia y el movimiento larval de aplicaciones de 
plaguicidas típicas de la región en cuatro agroecosistemas ubicados en los alrededores de la ciudad de La 
Plata. Las evaluaciones del efecto de plaguicidas en condiciones de campo utilizando técnicas de 
limnocorrales mostraron que de nueve aplicaciones, seis generaron una disminución significativa en la 
supervivencia de larvas de H. pulchellus, R. fernandezae y L. latrans en correspondencia con la detección 
en agua y sedimento de los plaguicidas empleados. Las aplicaciones de clorpirifós y endosulfán generaron 
una reducción del 100 % de la supervivencia, mientras que en las de glifosato sólo fueron observados 
efectos subletales en el movimiento. Los individuos afectados con pérdida de movimiento no mostraron 
recuperación en ninguna de las ocasiones, sino que el efecto se vio agravado entre las 24 y 48 h de 
exposición. Se registró un descenso de las abundancias larvales luego de pasadas 48 h de la exposición a 
los insecticidas. De manera general, las larvas que se desarrollan en charcas de cultivos con aplicaciones 
directas de plaguicidas obtuvieron menores tamaños a la metamorfosis y mayores tasas de crecimiento. 
Asimismo la cantidad de individuos capaces de alcanzar la metamorfosis resultó inferior en charcas 
pertenecientes a sitios cultivados. Se detectaron altas prevalencias de anormalidades en larvas expuestas 
de las tres especies estudiadas. El conjunto de resultados obtenidos advierte sobre importantes efectos a 
nivel individual generados por exposiciones a plaguicidas en campo.  
Los estudios a nivel poblacional en dos agroecosistemas con distinto uso del suelo (sitio cultivado y sitio 
de referencia), permitieron detectar bajas densidades poblaciones de H. pulchellus, R. fernandezae y L. 
latrans que habitan el sitio cultivado, lo cual puede estar relacionado con los efectos de las aplicaciones 
de plaguicidas demostrados a nivel individual. Complementariamente fueron realizados estudios sobre el 
índice de condición corporal y la presencia de anormalidades en juveniles y adultos de las tres especies 
mencionadas. Apoyando lo evidenciado en los ciclos larvales, los individuos juveniles capaces de 
colonizar el medio terrestre tuvieron índices de condición corporal menores a aquellos juveniles del sitio 
de referencia, manteniéndose estas diferencias en los individuos adultos. Las prevalencias de 
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anormalidades fueron superiores en poblaciones de cultivos, aunque en ambos tipos de agroecosistemas 
resultaron superiores al nivel basal de ocurrencia natural (5%).  
Interesa conocer si los efectos observados a nivel de las poblaciones pueden repercutir en los ensambles 
de anfibios, asumiendo con ello una escala de análisis en un nivel biológico superior. Para ello se 
estudiaron nueve ensambles de anfibios en agroecosistemas típicos de la región (cinco sitios cultivados y 
cuatro sitios con pasturas considerados de referencia). Se llevó a cabo una caracterización de los cuerpos 
de agua de cada agroecosistema que incluyó parámetros fisicoquímicos, espaciales, composición de la 
flora macrófita y niveles de concentración de plaguicidas en agua y sedimento. Se detectaron 27 
plaguicidas entre los que se encuentran insecticidas, fungicidas y herbicidas. En los sitios cultivados los 
27 plaguicidas estuvieron presentes, mientras que en sitios de referencia se detectó menor número y en 
órdenes de magnitud de concentración inferiores. Los análisis sobre los valores de riqueza específica 
muestran que no existen diferencias significativas entre los ensambles independientemente del uso del 
suelo, aunque dos especies estuvieron ausentes en sitios con mayor presencia y concentración de 
plaguicidas: Ceratophrys ornata y Pseudis minutus. Los análisis sobre las abundancias de especies 
mostraron que H. pulchellus fue la especie más abundante en los agroecosistemas de referencia (aunque 
no dominante), mientras que Leptodactylus latinasus fue la especie más abundante en los sitios cultivados 
la cual, además, fue dominante. Los resultados del análisis multivariado muestran que las mayores 
abundancias de especies se relacionan positivamente con las variables ambientales temperatura y oxígeno 
disuelto y negativamente con la presencia y concentración de plaguicidas y la distancia a sitios sin 
cultivos en los que se desarrollan pasturas.  
Finalmente fue explorada la peligrosidad que representa la exposición a los plaguicidas ampliamente 
usados en la región (clorpirifós, endosulfán, cipermetrina y glifosato) sobre larvas de anfibios mediante el 
cálculo de índices de peligrosidad (HQ). Los resultados indican una elevada peligrosidad del endosulfán, 
seguido por el clorpirifós y la cipermetrina. El herbicida glifosato no mostró peligrosidad en relación a 
efectos agudos letales. Estos resultados, junto a los obtenidos en diferentes niveles de organización 
biológica, reúnen una importante evidencia sobre los efectos adversos de las prácticas agrícolas 
extensivas e intensivas y sostenidas en el tiempo.  
Las prácticas evaluadas (modo de aplicación, tipo de plaguicidas, empleo de mezclas y estacionalidad de 
las aplicaciones) son típicas de la región. Cabe esperar entonces que los efectos evidenciados estén 
afectando a gran parte de la anfibiofanuna del noreste de la Región Pampeana.  
El presente trabajo propone la utilización de una serie de estrategias de evaluación del efecto de 
plaguicidas sobre anfibios las cuales toman relevancia si son llevadas a cabo de manera integrada y bajo 
un esquema de concatenación de efectos. Las mismas inician con la evaluación a nivel individual en las 
tempranas etapas del desarrollo larval, extrapolando los efectos a nivel de las poblaciones y los 
ensambles. Asimismo se proponen una serie de indicadores de efecto en los distintos niveles de 
organización biológica (individual, poblacional y ensambles) los cuales resultaron útiles para el 
diagnóstico y evaluación de los efectos producidos por los plaguicidas comúnmente utilizados en la 
región a través de prácticas agrícolas típicas de la misma. 
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ANFIBIOS EN AGROECOSISTEMAS 
La agricultura ocupa la mayor proporción de tierras a nivel mundial en relación a 
cualquier otra actividad humana [1]. Sólo las pasturas y los cultivos se extendían en un 
37 % de la superficie mundial en el año 1999 [2] y en la última década la expansión del 
sistema productivo agrícola sufrió un notable incremento fundamentalmente en países 
de América Latina. En líneas generales, la agricultura se adecuó a un paquete 
tecnológico simplificado y de alta productividad, integrado por cultivos transgénicos, 
siembra directa, mayor uso de fertilizantes y plaguicidas y, en menor medida, 
agricultura de precisión [3]. 
De los cultivos que se desarrollan actualmente en Argentina, aquellos que 
implementan la siembra directa de especies genéticamente modificadas se han 
ampliado drásticamente siguiendo la tendencia acontecida en América Latina [3]. Hasta 
el año 2009, 32 millones de hectáreas del territorio argentino eran destinadas a la 
siembra. Los cultivos de soja representaban el 50 % de esta producción pudiendo ser 
desarrollados en zonas que tradicionalmente no fueron destinadas a tales usos del suelo 
dadas las limitaciones climáticas y/o edáficas [4, 5]. Asimismo, el crecimiento de 
centros urbanos generó un aumento en la demanda de consumo de vegetales que puede 
ser abastecido localmente. De esta forma, las áreas periurbanas conforman un territorio 
productivo y residencial con un tipo particular de agricultura que está constituido por 
un entramado de explotaciones primario-intensivas conformando los denominados 
cinturones verdes [6]. El incremento de las actividades agrícolas en conjunto ha llevado 
al consecuente aumento de la utilización de plaguicidas que en Argentina triplicó su uso 
de 6 a 18 millones de kg, desde 1992 a 1997, incrementándose estos volúmenes en los 
últimos 10 años 2,5 veces en el caso de los insecticidas y 5 veces en el caso de los 
herbicidas [7, 8]. 
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La Región Pampeana experimentó los cambios históricos de mayor envergadura 
en el uso del suelo de todo el país [9]. En la actualidad concentra una importante 
variedad de producciones agropecuarias, destacándose en cuanto a superficie 
implantada los cultivos extensivos de soja, maíz, girasol, trigo, alfalfa, sorgo y cebada, 
además de cultivos fruti-hortícolas [10]. En la provincia de Buenos Aires, el Cinturón 
Verde del Gran Buenos Aires (al cuál se adjunta el Cinturón Verde de La Plata) y el 
Cinturón Hortícola Marplatense concentran los cultivos de especies hortícolas 
destinadas al consumo interno producidos de manera intensiva bajo invernáculo y a 
campo. Esta amplia variedad de actividades, tanto intensivas como extensivas, se 
desarrolla bajo distintos sistemas de manejo y con variadas intensidades de uso de 
recursos. Sin embargo un factor común a toda la variabilidad productiva es el uso de 
agroquímicos [11]. 
La heterogeneidad de ambientes que conforman la Región Pampeana favorece 
la presencia de una importante diversidad de anfibios anuros. El noreste de esta región 
concentra la mayor riqueza alcanzando un total de 26 especies que habitan el complejo 
paisaje, incluidos los distintos tipos de agroecosistemas que en ella se desarrollan. 
Todas las especies de anfibios anuros de la Región Pampeana tienen un ciclo de vida 
bifásico con larvas acuáticas y adultos terrestres estrechamente relacionados a 
ambientes acuáticos. Los ciclos larvales son llevados a cabo en charcas temporarias, 
lagunas y pequeños arroyos que también son utilizados por los adultos para obtener 
alimento y refugio [12, 13]. 
Numerosas especies de anfibios han sido capaces de persistir en paisajes 
agrícolas de todo el mundo a pesar de las profundas modificaciones inherentes a esta 
actividad [14 - 18]. La disponibilidad de agua casi permanente que ellos ofrecen (por 
extracción de aguas subterráneas y por el establecimiento de vertederos y canales de 
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riego), permitió que algunas especies puedan utilizar estos cuerpos de agua como 
nuevos hábitats de reproducción [19]. De un modo más general los anfibios han sido 
capaces de explotar los recursos provistos por los agroecosistemas, y sobrevivir como 
meta-poblaciones en un paisaje alterado [20]. No obstante, se observa una tendencia a 
la disminución de la densidad y diversidad de anfibios en áreas altamente disturbadas 
[21]. Algunos autores sugieren que las modificaciones en los patrones de diversidad de 
anfibios que habitan paisajes agrícolas permiten inferir el despoblamiento de las 
especies menos tolerantes a la trasformación del ambiente asociado a actividades 
agrícolas intensivas y sostenidas en el tiempo [22]. 
 
PLAGUICIDAS Y ANFIBIOS.  
ANTECEDENTES EN ECOTOXICOLOGÍA 
La toxicología ha sido tradicionalmente definida como la ciencia que estudia cuali- 
cuantitativamente los efectos adversos de agentes físicos y químicos sobre un sujeto o 
una población de sujetos. Un enfoque clave de la toxicología aplicada es evaluar la 
causalidad de las interacciones y su evolución en el tiempo (exposición) entre las 
entidades biológicas (sujeto) de diferente susceptibilidad intrínseca y las entidades 
fisicoquímicas (agentes) de diferente potencia intrínseca [23]. En este contexto el 
estudio de las interacciones dosis-respuesta implica la identificación de posibles efectos 
sobre la salud humana relacionados con la exposición a los tóxicos y el establecimiento 
de niveles de exposición que no devengan en efectos adversos [24]. Desde una 
perspectiva ecotoxicológica, la cual pretende estudiar los contaminantes en la biosfera y 
sus efectos sobre los componentes de la biosfera, numerosos autores han sugerido la 
incorporación de condiciones que provean más realismo a las evaluaciones de toxicidad 
[25, 26]. En este contexto fueron postuladas una serie de recomendaciones como la 
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utilización de especies nativas, la incorporación de variabilidad genética, el estudio de 
distintos estadios de desarrollo y la utilización de concentraciones de contaminantes 
ambientalmente relevantes [27]. Una herramienta fundamental para la evaluación de los 
efectos de un compuesto en estudios toxicológicos y ecotoxicológicos son los 
bioensayos de toxicidad de laboratorio, para los que han sido desarrollados protocolos 
junto a una extensa gama de puntos finales o parámetros de respuesta que evalúan 
efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos [28 - 31]. 
Los efectos de plaguicidas particularmente sobre anfibios a través de bioensayos 
de toxicidad, han sido ampliamente estudiados y fueron resumidos en distintos trabajos 
de revisión [32, 33]. Los anfibios fueron utilizados como organismos test en 
investigaciones de toxicología en una amplia batería de estudios llevados a cabo 
principalmente para identificar y caracterizar el peligro potencial y los mecanismos de 
acción que entrañan los plaguicidas [34 - 37]. Asimismo, una perspectiva 
ecotoxicológica fue abordada y motivada porque el uso de plaguicidas asociados a 
prácticas agrícolas se propuso como uno de los mayores causantes del fenómeno de 
declinación mundial de anfibios [38]. Este trabajo incluyó numerosos bioensayos de 
toxicidad que evaluaron concentraciones letales medias (CL50) y efectos subletales 
sobre el desarrollo, el crecimiento y la reproducción de anfibios [33, 39]. 
Los estudios con plaguicidas que interesan abordar en el marco conceptual de 
este trabajo de tesis son aquellos conducidos con los insecticidas clorpirifós, endosulfán 
y cipermetrina y el herbicida glifosato, los cuales encabezan las listas de 
comercialización de agroquímicos de Argentina [40]. En la Región Pampeana se 
registra el mismo patrón de uso de plaguicidas que son empleados tanto en agricultura 
de tipo extensiva como intensiva [11]. 
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CLORPIRIFÓS  
El clorpirifós (0,0-dietil 0-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotioato/ CAS# 2921-88-2) es 
un insecticida organofosforado de amplio espectro empleado en el control de plagas de 
productos alimenticios, césped y plantas ornamentales [41]. En EEUU fue 
extensamente utilizado en entornos residenciales y aunque fue prohibido para tales usos 
en el año 2000, continuó siendo uno de los plaguicidas más usados en prácticas 
agrícolas [42]. En Argentina fue prohibida la venta de formulaciones de uso doméstico 
en el año 2008 [43], pero actualmente es el insecticida de uso agrícola más vendido del 
país [40]. Al igual que otros insecticidas organofosforados, el clorpirifós inhibe la 
función de la colinesterasa, uniéndose a la acetilcolinesterasa (una enzima implicada en 
la neurotransmisión) y produciendo efectos neurotóxicos en insectos y organismos no-
blanco [41]. Es clasificado como moderadamente peligroso por la OMS y 
moderadamente tóxico por USEPA, siendo en el caso de los anfibios de 
moderadamente hasta muy altamente tóxico. Se han publicado efectos letales y 
subletales sobre larvas de anfibios mediante bioensayos de toxicidad pero pocos de 
ellos fueron conducidos con clorpirifós en formulaciones comerciales [44]. Las CL50 
mencionadas en la literatura abarcan el intervalo de 1 µg /L a 3 mg /L para larvas y 
embriones de anfibios [39, 45 - 47] a la vez que se han evidenciado efectos subletales 
como la inhibición de la actividad colinesterasa y las alteraciones en el comportamiento 
[48], la presencia de malformaciones [49] y efectos sobre el crecimiento y la 
metamorfosis [50]. En especies nativas de Argentina, efectos letales y subletales fueron 
obtenidos bajo concentraciones de exposición inferiores a 10 µg /L en larvas de 
Hypsiboas pulchellus [45] y efectos letales y subletales en larvas de Rhinella 
fernandezae en concentraciones de 1 a 5 mg/L [47]. 
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ENDOSULFÁN 
El endosulfán (6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-
benzodioxatiepina-3-óxido/ CAS# 115-29-7) es un insecticida clorado utilizado en una 
amplia variedad de cultivos alimentarios, fue prohibido en países de la Unión Europea y 
Asia y su uso agrícola también está prohibido en EEUU [51]. Recientemente Argentina 
legisló el uso del endosulfán prohibiendo la importación del principio activo y sus 
formulados (desde el 1 de julio de 2012) y su elaboración y uso (desde el 1 de julio de 
2013), sin embargo durante el desarrollo de esta tesis fue el segundo plaguicida en la 
escala de venta de agroquímicos [40]. El endosulfán se une y bloquea los canales de Cl- 
vinculados al receptor γ-amino-butírico (GABAa). Cuando el GABA se une a su 
receptor GABAa, los canales de Cl- se abren produciendo una hiperpolarización de la 
membrana nerviosa deteniendo la excitación. El endosulfán bloquea e impide la entrada 
de Cl- a la neurona y por lo tanto su efecto resulta en una excitación incontrolada [52]. 
Además, existe evidencia de que el endosulfán actúa como un disruptor endócrino y es 
bioacumulable [51]. Es clasificado como moderadamente peligroso por la OMS y 
altamente tóxico por USEPA, siendo en el caso de los anfibios de moderadamente hasta 
muy altamente tóxico [44]. Han sido evidenciados efectos letales y subletales sobre 
larvas que demuestran la alta toxicidad de este compuesto. Las CL50 para un gran 
número de especies exóticas abarcan un rango de 1,3 µg /L a 4700 µg /L [53 - 55]. 
Concomitantemente fueron publicados efectos sobre el crecimiento y desarrollo de 
anormalidades y los efectos sobre el comportamiento también fueron demostrados en 
relación a la actividad neurotóxica de este compuesto [46, 56]. La CL50 de formulados 
comerciales para la especie nativa H. pulchellus resultó de 0,13 µg /L [57]. Respecto de 
los efectos subletales, fueron observados cuadros de narcosis en concentraciones de 
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0,01 µg /L a las 24 h de exposición y formación de micronúcleos en concentraciones 
superiores a 0,010 µg /L [57, 58]. 
 
CIPERMETRINA 
La cipermetrina (1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano 
carboxilato de (RS)-ciano-3-fenoxibencilo/ CAS# 52315-07-8) es un insecticida 
piretroide utilizado en cultivos de soja, maíz, trigo, algodón, frutas y hortalizas. 
También se utiliza en el control de plagas de insectos en ambientes residenciales [59]. 
En Argentina es el tercer insecticida de uso agrícola en ventas del mercado [40]. Su sitio 
de acción, particularmente en vertebrados, es en los canales de Na++ de las membranas 
nerviosas a nivel del sistema nervioso central [60]. Como compuesto activo, la 
cipermetrina es una mezcla de 8 isómeros, los cuales cuentan con distintas propiedades 
biológicas y químicas por lo que pueden presentar distinta toxicidad [61]. La OMS ha 
considerado a los isómeros ʐ y α altamente peligroso y moderadamente peligro 
respectivamente, mientras que la USEPA no ha tenido un consenso de acuerdo a la 
categoría de toxicidad de ninguno de ellos [44]. Varios estudios han indicado que los 
piretroides son altamente tóxicos para un número de organismos no-blanco. Se han 
registrado efectos subletales de piretroides sobre larvas de anfibios pero los datos sobre 
efectos letales en especies de anuros son escasos. La CL50 48 h de Rana temporaria fue 
de 6,5 µg /L [62] y la CL50 96 h para Duttaphrynus melanostictus fue de 9 µg /L [63]. 
En especies nativas de Argentina las LC50 de formulaciones comerciales corresponden a 
175,2 µg /L para H. pulchellus [64] y 129 µg /L para Physalaemus biligonigerus [65]. 
Los efectos subletales advertidos para este plaguicidas en H. pulchellus fueron 
desarrollo de malformaciones, efectos sobre el crecimiento y el comportamiento en 
concentraciones superiores a 0,83 µg /L [64], apoptosis celular en R. arenarum bajo 
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concentraciones de 39 µg /L [66] y formación de micronúcleos en Odontophrynus 
occidentalis en concentraciones superiores a 0,7 µg /L [67]. 
 
GLIFOSATO 
El glifosato (N-(fosfofonometil) glicina /CAS# 9008-02-0) es un herbicida post 
emergente, sistémico y no selectivo que se utiliza en entornos residenciales, a su vez 
que es empleado en una gran variedad de cultivos y es producido en diversas 
formulaciones comerciales. Actualmente, los cultivos transgénicos con variedad RR 
(Raundup Ready) han hecho que la demanda y uso del glifosato aumenten de manera 
formidable a nivel mundial [3]. En Argentina es el herbicida más utilizado y las 
distintas variedades y formulaciones del mismo se encuentran encabezando las listas de 
ventas de agroquímicos del país [40]. Es considerado como probablemente no peligroso 
por la OMS y levemente peligroso por USEPA [44]. El glifosato causa la inhibición de 
la síntesis de los aminoácidos fenilalanina y tirosina, pero dado que estos son 
incorporados a partir de dieta por muchos animales, tiene una baja toxicidad sistémica 
en humanos y vertebrados en general [68]. Alternativamente, estudios realizados con 
bioensayos de laboratorio demostraron la toxicidad del glifosato para larvas de anfibios 
detectando efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y la aparición de 
anormalidades corporales y de gónadas [69, 70]. Aunque los efectos de este herbicida 
fueron extensamente estudiados en especies de distintos lugares del mundo, en 
Argentina sólo se conocen efectos sobre la supervivencia y malformaciones de H. 
pulchellus y Scinax nasicus [71 - 73]. 
 
ECOTOXICOLOGÍA DE ANFIBIOS EN CONDICIONES DE CAMPO 
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Como fue indicado en los párrafos precedentes, una plétora de estudios demostró el 
efecto nocivo de los plaguicidas sobre anfibios y las herramientas ecotoxicológicas, 
como los ensayos de laboratorio, permitieron un gran avance del conocimiento en 
materia de toxicidad, aunque la complejidad de factores operantes en ecosistemas 
marca la necesidad de caracterizar más acabadamente los potenciales impactos de 
exposiciones a contaminantes en escenarios de campo [38]. Es importante tener en 
cuenta que los efectos de la contaminación ocurren en la naturaleza y afectan 
poblaciones, comunidades y ecosistemas, asociados a un nivel de complejidad que no 
puede ser fácilmente replicado en el laboratorio [74]. Por lo tanto, de manera 
complementaria a este tipo de estrategia, recientemente se ha puesto de manifiesto la 
necesidad de orientar los futuros esfuerzos de investigación al estudio de los efectos de 
plaguicidas en condiciones ambientalmente relevantes, con el objetivo de comprender 
la naturaleza de los mismos junto a la identificación de los factores de riesgo operantes 
[27, 75]. Sin embargo, el desarrollo de estudios en condiciones naturales encuentra sus 
limitaciones cuando se intentan aislar e identificar los efectos que están siendo 
producidos por la exposición a plaguicidas de aquellos generados por otros factores de 
estrés intrínsecos de los agroecosistemas y cuando se pretende establecer la relación 
causal efecto-exposición [76]. Para ello fueron sugeridas estrategias de evaluación de 
toxicidad que integran condiciones de exposición ambientalmente relevantes con la 
identificación de los factores de estrés intervinientes, los cuales pueden ser controlados 
y/o medidos. Estas técnicas incluyen metodologías de micro y mesocosmos como una 
alternativa a las evaluaciones de toxicidad de plaguicidas que emplean ensayos 
estandarizados de laboratorio [74]. 
En Argentina, se han desarrollado estudios de los efectos de plaguicidas sobre 
larvas de anuros utilizando bioensayos de toxicidad los cuales se mencionaron 
INTRODUCCIÓN 
 
10 
 
anteriormente, pero pocos trabajos fueron conducidos en condiciones naturales. Se 
demostraron efectos letales de aplicaciones sobre larvas en charcas temporarias de 
agroecosistemas [57, 77], disminución en parámetros fisiológicos y actividad 
enzimática [78], así como también han sido evidenciados residuos de compuestos 
organoclorados en ejemplares adultos [79]. Siguiendo lo acontecido en el estado del 
arte actual a nivel mundial, es escasa la información sobre los efectos de plaguicidas en 
condiciones reales de exposición provenientes de investigaciones en campo a largo 
plazo [27]. Un adecuado estudio que establezca la incidencia real de los plaguicidas 
sobre las poblaciones y los ensambles, o cómo la exposición en estadios larvales puede 
generar efectos en individuos adultos y por la tanto en niveles de organización 
superiores [80, 81] resultan necesarios para generar información sobre los riesgos que 
atraviesan los anfibios de la Región Pampeana. 
 
LOS ANFIBIOS COMO BIOINDICADORES 
Los anfibios cuentan con un ciclo de vida bifásico, con larvas acuáticas que mediante 
un proceso de metamorfosis originan individuos adultos terrestres [82]. Un 
característico tegumento, altamente permeable, cuya estructura resulta fundamental 
para el intercambio gaseoso y un desarrollo expuesto con larvas acuáticas los hace 
particularmente sensibles a la exposición a contaminantes [83]. Estas características 
hacen de especial interés su estudio en el marco de una investigación ecotoxicológica, 
ya que permiten evaluar ambientes acuáticos que funcionan como cuerpos receptores de 
contaminación, así como también ambientes terrestres que sufren la aplicación directa 
de plaguicidas. 
Los anfibios son propuestos como excelentes bioindicadores de la calidad 
ambiental. A las características ya mencionadas se le suma el escaso desplazamiento 
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que pueden efectuar la mayoría de las especies. Los individuos adultos no se alejan de 
los sitios donde eclosionan y se desarrollan como larvas y por lo tanto pueden funcionar 
como centinelas de las condiciones locales [84]. Dadas las características mencionadas 
anteriormente, los anfibios presentan una alta sensibilidad a los contaminantes 
ambientales. La contaminación química aportada por actividades agrícolas intensivas y 
extensivas es propuesta como causante de las declinaciones y extinción de poblaciones 
de anfibios acontecidas a nivel mundial [85].  
 
PELIGROSIDAD DE PLAGUICIDAS 
La evaluación de riesgo ecológico es definida como el proceso de asignación de 
magnitudes y probabilidades a los efectos adversos de actividades humanas o 
catástrofes naturales [86]; o como el conjunto de métodos científicos formales para la 
estimación de magnitudes y probabilidades de efectos adversos producidos sobre 
organismos y ecosistemas como resultado de eventos en el ambiente, incluyendo la 
liberación de contaminantes, modificaciones físicas y desastres naturales [87]. En 
términos generales, riesgo químico es la probabilidad de que ocurra un efecto adverso 
por exposición a un compuesto tóxico o mezcla [88]. La caracterización más sencilla de 
un riesgo puede ser realizada en función de cocientes que responden a una comparación 
de valores únicos de efecto y exposición en cada uno de los escenarios [89]. El valor 
obtenido por estos cocientes es útil como herramienta de aproximación al riesgo aunque 
sensu estricto representan un peligro, dado que no está asociado a una probabilidad de 
ocurrencia. Las limitaciones de su uso se centran en que debe asumirse que las 
condiciones de exposición y efecto ocurren en todo momento y en todo lugar [90]. El 
análisis de la peligrosidad de un determinado compuesto puede ser enmarcado dentro de 
las primeras instancias de la evaluación del riesgo ecológico. De esta manera es preciso 
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realizar una adecuada caracterización de la exposición, así como también una adecuada 
caracterización de los efectos. 
El desarrollo y utilización de cocientes de peligrosidad y riesgo, ha tenido un 
amplio debate en la ecotoxicología actual [89]. Los mismos pueden ser estimados a 
través de relaciones de Toxicidad /Exposición (TER: Toxicity/Exposure Ratios) y los 
cocientes de Peligro (HQ: Hazard Quotients).  
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Como ha sido mencionado anteriormente, resulta verdaderamente complejo realizar 
estudios que provean información unívoca sobre el efecto de la exposición a 
plaguicidas a nivel poblacional o de los ensambles, sobre todo en ambientes donde se 
encuentran operando múltiples factores de estrés. En virtud de este escenario fue 
adoptada para este estudio la concepción propuesta por Newman & Clements [91], en 
la cual la ecotoxicología se desarrolla dentro del paradigma de una ciencia jerárquica y 
por lo tanto, los efectos entre los distintos niveles de organización pueden extrapolarse 
entre sí. Bajo este esquema de análisis los mecanismos que explican los efectos de un 
nivel de organización biológica particular son frecuentemente buscados en el o los 
niveles inmediatamente inferiores, mientras que la significancia del efecto es buscada 
en el nivel o los niveles superiores. Para el caso particular de este trabajo se asumió el 
marco conceptual de que aquellos efectos producidos a nivel del individuo pueden 
aportar información sobre los que están siendo advertidos tanto a nivel poblacional 
como a nivel de los ensambles (Fig. 1).  
La hipótesis general de trabajo postula que los anfibios habitantes de sitios 
sometidos a una intensa actividad agrícola, con pulsos de contaminación por parte de la 
aplicación de plaguicidas, muestran efectos a nivel individual, poblacional y del 
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ensamble. Se propone como objetivo general conocer el efecto de la utilización de 
plaguicidas empleados en agroecosistemas del noreste de la Región Pampeana sobre 
anfibios anuros, para lo que fueron formulados los siguientes objetivos específicos: 
• Estudiar efectos de plaguicidas sobre larvas de H. pulchellus, R. fernandezae y 
Leptodactylus latrans en condiciones de campo, incluyendo puntos finales 
evidenciados en ensayos de laboratorio. Para ello serán utilizados ensayos con 
limnocorrales (enclausure) y se realizará un seguimiento de los ciclos larvales que 
ocurren bajo exposición a plaguicidas. 
• Estimar la densidad poblacional en adultos de H. pulchellus, R. fernandezae y L. 
latrans estableciendo si los efectos inducidos por los plaguicidas sobre larvas se 
ven reflejados en la estructura de las poblaciones estudiadas, incluyendo un 
seguimiento de anormalidades e índices de condición corporal.  
• Realizar un análisis de estructura de los ensambles de anfibios, contemplando 
nueve agroecosistemas representativos de la región con distinto grado de 
modificación y disturbio en relación al uso de plaguicidas. Acompañando a esto 
se desarrollará una caracterización de los parámetros fisicoquímicos y espaciales 
y se realizarán determinaciones de plaguicidas en agua y sedimento en los cuerpos 
de agua de cada agroecosistema. 
• Finalmente, se propone realizar una evaluación de la peligrosidad asociada a los 
plaguicidas seleccionados sobre estadios larvales de anfibios de la Región 
Pampeana Argentina utilizando cocientes de peligrosidad. 
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Figura 1: Esquema conceptual de estudio. Se marca entre rectángulos grises cada uno de los capítulos 
con sus objetivos específicos. Las líneas rosadas plantean la relación lógica de las inferencias realizadas 
entre los niveles de organización, teniendo en cuenta que el estudio se desarrolla dentro de un paradigma 
que considera a la ecotoxicología como una ciencia jerárquica. A: Los efectos de plaguicidas sobre larvas 
a partir de ensayos de laboratorio (recopilados en información bibliográfica) ocurren en condiciones 
reales de exposición. B: Los efectos de los plaguicidas a nivel individual se ven reflejados en los 
parámetros poblacionales. C y D: los indicadores de efecto a nivel individual y poblacional inciden en la 
estructura de los ensamble. 
III. ENSAMBLES DE ANFIBIOS ADULTOS EN AGROECOSISTEMAS  
OBJETIVOS 
REALIZAR UN ANÁLISIS DE ESTRUCTURA DE LOS ENSAMBLES DE ANFIBIOS EN NUEVE 
AGROECOSISTEMAS DE LA REGIÓN, ACOMPAÑADO DE UNA CARACTERIZACIÓN DE LOS 
PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS Y ESPACIALES Y DETERMINACIONES DE PLAGUICIDAS EN AGUA Y 
SEDIMENTO DE LOS CUERPOS DE AGUA DE CADA AGROECOSISTEMA. 
HIPÓTESIS 
LOS ANUROS QUE HABITAN SITIOS SOMETIDOS A 
UNA INTENSA ACTIVIDAD AGRÍCOLA, CON 
CONTAMINACIÓN POR PARTE DE LA APLICACIÓN DE 
PLAGUICIDAS, MUESTRAN EFECTOS A NIVEL 
INDIVIDUAL, POBLACIONAL Y DEL ENSAMBLE. 
Reconocimiento y selección de efectos letales y 
subletales de los plaguicidas ampliamente 
usados en actividades agrícolas del noreste de la 
Región Pampeana (clorpirifós, endosulfán, 
cipermetrina, y glifosato) sobre larvas de 
anfibios  en ensayos de laboratorio. 
I. EFECTO DE PLAGUICIDAS SOBRE LARVAS DE ANFIBIOS.  
ESTUDIOS EN CAMPO 
OBJETIVOS 
EVALUAR EFECTOS DE PLAGUICIDAS SOBRE LARVAS DE HYPSIBOAS PULCHELLUS, RHINELLA 
FERNANDEZAE Y LEPTODACTYLUS LATRANS EN CONDICIONES DE CAMPO, INCLUYENDO LOS 
PUNTOS FINALES QUE FUERON EVIDENCIADOS EN LOS ENSAYOS DE LABORATORIO. SE 
REALIZARÁ UN SEGUIMIENTO DE LOS CICLOS LARVALES QUE OCURREN BAJO EXPOSICIÓN A 
PLAGUICIDAS. 
II. POBLACIONES DE ANFIBIOS EN AGROECOSISTEMAS.  
JUVENILES U ADULTOS 
OBJETIVOS 
ESTIMAR LA DENSIDAD POBLACIONAL EN ADULTOS DE HYPSIBOAS PULCHELLUS, RHINELLA 
FERNANDEZAE Y LEPTODACTYLUS LATRANS Y ESTABLECER SI LOS EFECTOS PRODUCIDOS POR 
LOS PLAGUICIDAS SOBRE LARVAS SE VEN REFLEJADOS EN LA ESTRUCTURA DE LAS 
POBLACIONES ESTUDIADAS. SE REALIZARÁ ADEMÁS UN SEGUIMIENTO DE LAS 
MALFORMACIONES E ÍNDICES DE CONDICIÓN CORPORAL. 
B 
C 
MARCO TEÓRICO  
 
LA ECOTOXICOLOGÍA SE DESARROLLADA DENTRO DEL PARADIGMA DE UNA CIENCIA JERÁRQUICA, EN LA 
CUAL, LOS EFECTOS ENTRE LOS NIVELES DE ORGANIZACIÓN PUEDEN EXTRAPOLARSE ENTRE SÍ.   
A 
D 
IV. PELIGROSIDAD DE PLAGUICIDAS EN LARVAS DE ANFIBIOS 
OBJETIVOS 
REALIZAR UNA EVALUACIÓN DE LA PELIGROSIDAD ASOCIADA A LOS PLAGUICIDAS 
SELECCIONADOS SOBRE LOS ANFIBIOS DE LA REGIÓN PAMPEANA ARGENTINA. 
CONTRASTACIÓN  
CONTRASTACIÓN  
CONTRASTACIÓN  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO I 
 
 
EFECTO DE PLAGUICIDAS SOBRE LARVAS DE 
ANFIBIOS. ESTUDIOS EN CAMPO 
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INTRODUCCIÓN 
En el nordeste de la Región Pampeana se desarrollan prácticas agrícolas de una gran 
variedad de cultivos. Particularmente en el Partido de La Plata el uso del suelo 
destinado a la agricultura representa el 52% del territorio, donde se desarrollan cultivos 
de hortalizas (a campo y bajo invernadero) concentrados en el Cinturón Verde Platense 
y cultivos extensivos de soja, maíz y trigo [92]. Estas prácticas están asociadas a un 
importante uso de plaguicidas entre los que se encuentran el clorpirifós, el endosulfán, 
la cipermetrina y el glifosato [11]. A estos agroecosistemas se asocian cuerpos de agua 
temporarios formados en las depresiones del terreno o arroyos y cauces (frecuentemente 
de origen artificial) los cuales resultan ser colectores de agua de escorrentía proveniente 
de los cultivos. Los cuerpos de agua temporarios son importantes hábitats para los 
anfibios y otra fauna silvestre que pueden verse afectados por el ingreso de plaguicidas 
desde distintas fuentes [57, 93 - 95]. Si bien las 16 especies de anfibios anuros que se 
distribuyen en la región ocupan diversos hábitats espacial y temporalmente, dependen 
de estos sitios para reproducirse [96]. 
Las especies de anfibios de la región tienen un desarrollo larval cuyo ciclo se 
cumple en ambientes acuáticos, generalmente de tipo léntico y de poca profundidad 
[12]. El tiempo en que cada especie tarde en cumplir su ciclo larval y el tipo de manejo 
del agroecosistema del cual dependen las aplicaciones de plaguicidas (frecuencia, 
cantidad y tipo), determinan conjuntamente los modos de exposición. Además deben 
considerarse las rutas de ingreso de plaguicidas a los sistemas acuáticos, que pueden 
ocurrir por aplicación directa, por deriva o bien por el efecto de las lluvias ocurridas 
luego de las aplicaciones que aportan pulsos de toxicidad por escorrentía [97, 98]. 
Estudios conducidos en agroecosistemas de la Región Pampeana han demostrado que en 
ambientes lóticos la escorrentía proporciona una mayor vía de entrada a los sistemas 
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acuáticos superficiales que la deriva [77, 99, 100], sin embargo las aplicaciones directas 
(por spray) podrían constituir la mayor fuente de riesgo sobre cuerpos de agua de tipo 
lénticos y someros [57]. La persistencia de la toxicidad de los plaguicidas comúnmente 
usados en la región, es alta pero puede variar dependiendo del plaguicida aplicado y el 
organismo en que se evalúa el efecto [100 - 102]. Bajo estos escenarios cambiantes, las 
exposiciones a los plaguicidas de anfibios de la Región Pampeana (fundamentalmente 
en su fase de vida acuática) podrían estar ocurriendo con características pulsátiles 
induciendo efectos agudos, o bien bajo condiciones crónicas. 
Como ha sido mencionado anteriormente, durante los últimos años ha acaecido 
un importante avance en el conocimiento de los efectos de plaguicidas sobre larvas, 
fundamentalmente a partir de ensayos de laboratorio [27, 83], pero la extrapolación de 
estos efectos a condiciones de exposición ambiental resulta un tema controversial, 
motivando la necesidad de realizar estudios con poblaciones nativas bajo escenarios 
reales en campo [19, 27, 74, 103]. Hasta el año 2005 sólo 19 estudios ecotoxicológicos 
en campo fueron conducidos utilizando anfibios esta cifra no se vio aumentada 
significativamente hasta el año 2010 [27, 74].  
Varios autores [46, 55, 56, 104] sugieren que las exposiciones crónicas (con 
bajos niveles de plaguicidas en el ambiente y a largo plazo) podrían ser más 
perjudiciales para las larvas que las exposiciones agudas (altos niveles de plaguicidas en 
corto plazo) generando una amplia variedad de efectos subletales, por lo que aquellos 
estudios ecotoxicológicos que se centran en las respuestas subletales de fases larvarias, 
serían básicos para comprender el impacto real de los plaguicidas sobre la fauna nativa 
de anfibios [105, 106].  
Una amplia gama de estudios ha demostrado que el efecto de los plaguicidas 
sobre larvas de anfibios puede depender de las condiciones de exposición, (pH, OD y 
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temperatura) [107 - 110]. Adicionalmente los contaminantes antrópicos pueden generar 
efectos tóxicos indirectos, ocasionado disminución de recursos alimenticios o cambios 
en las relaciones intra e interespecíficas, como competencia o depredación [111 - 114]. 
En vista de estos modelos aumenta la relevancia de realizar estudios ecotoxicológicos 
en condiciones de exposición a campo. 
En base a información disponible en la literatura sobre efectos letales y 
subletales (en ensayos de toxicidad) inducidos por los agroquímicos más utilizados en la 
región, fueron seleccionados puntos finales para la evaluación de las aplicaciones de 
plaguicidas [32, 33, 45, 49, 57, 64, 73]. En el presente capítulo se propone como 
objetivo evaluar efectos de plaguicidas sobre larvas de Hypsiboas pulchellus, Rhinella 
fernandezae y Leptodactylus latrans en escenarios de exposición a campo. Para ello se 
estudiaron los efectos de dos aplicaciones de glifosato (GLY), una aplicación de 
endosulfán (END), una aplicación de clorpirifós (CLOR), cuatro aplicaciones de la 
mezcla cipermetrina-glifosato (CY-GLY) y una aplicación de la mezcla cipermetrina-
glifosato-endosulfán (CY-GLY-END) sobre la supervivencia y las alteraciones del 
comportamiento (movimiento), por medio de ensayos controlados en condiciones de 
campo utilizando limnocorrales. Complementariamente, se realizó un recuento del 
número de puestas y huevos luego de ocurrida la reproducción, y durante el ciclo larval 
se estudió la abundancia, el crecimiento, el desarrollo, tiempo y tamaño a la 
metamorfosis y presencia de anormalidades en larvas expuestas a las aplicaciones ya 
mencionadas. Para una mejor visualización de los puntos finales evaluados recurrir a la 
Figura 2.  
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Figura 2: Esquema que representa el ciclo de vida de los anfibios anuros. Las flechas indican los puntos 
finales evaluados y los momentos del ciclo en que fueron muestreados. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
ESPECIES ESTUDIADAS 
Las especies seleccionadas para cumplir los objetivos son importantes representantes de 
los elencos faunísticos de los agroecosistemas de la región [96]. H. pulchellus, R. 
fernandezae y L. latrans (Fig. 3) cuentan con conspicuos períodos reproductivos, sus 
larvas pueden ser monitoreadas con facilidad a lo largo de todo el ciclo y son fácilmente 
identificables a nivel específico. 
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Figura 3: Especies estudiadas. A: ejemplar macho de Hypsiboas pulchellus, porción de una puesta y larva. B: ejemplar de Rhinella fernandezae, porción de la puesta y larvas. 
C: ejemplar macho de Leptodactylus latrans, puesta completa y larvas en estadio pre metamórfico. 
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ÁREA DE ESTUDIO  
Fueron seleccionadas charcas situadas en los alrededores de la ciudad de La Plata (Fig. 
4) que se ubican en agroecosistemas donde son llevadas a cabo actividades típicas de la 
región y tienen distinto grado de modificación por parte de las mismas. El sitio 
denominado Los Talas (LT) es un establecimiento en el cual se desarrolla cría de 
ganado y cultivos extensivos de soja, maíz y trigo; en el mismo se enclavan charcas 
temporarias dentro de los suelos destinados a ambas actividades. Fueron estudiadas tres 
charcas dentro del cultivo de soja y una (charca 4) ubicada dentro de los potreros. El 
establecimiento La Abundancia (LA) corresponde a un cultivo extensivo de soja, maíz y 
trigo el cual tiene dos charcas temporarias ubicadas en depresiones del terreno 
generados para drenar el agua de los cultivos. Ambos sitios (LT y LA) se encuentran en 
el Cinturón Verde Platense y aunque esta zona es predominantemente hortícola, en 
ambos se desarrollan cultivos extensivos. El tercer sitio estudiado corresponde al 
establecimiento Remes (RM) el cual también es destinado a cultivos de soja, maíz, trigo 
y alfalfa y cuenta con un arroyo de dimensiones pequeñas. El curso de este arroyo 
habitualmente se encuentra interrumpido formándose charcas temporarias donde se 
reproducen los anfibios [57] de las cuales dos fueron seleccionadas para este estudio. 
Un cuarto sitio fue considerado como sitio de referencia y corresponde al 
establecimiento Santa Ana (SA) el cual destina el uso del suelo a la cría de ganado 
vacuno, de carga mínima, para tambo. No se desarrollan en él cultivos extensivos o 
intensivos por lo cual las dos charcas temporarias seleccionadas para el estudio no están 
sometidas a la exposición directa de plaguicidas. El estudio fue conducido durante las 
campañas agrícolas de 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012, momento en el cual 
coinciden las aplicaciones de plaguicidas y la reproducción de los anfibios en el área de 
estudio. 
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Figura 4: Área de estudio. En el mapa se detallan las zonas rurales del partido de La Plata y alrededores 
sombreadas en gris. Los centros urbanos más importantes se destacan con áreas rayadas. Las fotos 
satelitales muestran los agroecosistemas donde fue desarrollado el estudio. LT: establecimiento Los 
Talas, LA: establecimiento La Abundancia, RM: establecimiento Remes y SA: establecimiento Santa 
Ana. 
 
EFECTO DE LAS APLICACIONES DE PLAGUICIDAS 
Para poder evaluar los efectos de los plaguicidas en campo, las aplicaciones de los 
mismos debieron ser coincidentes con la presencia de larvas en los cuerpos de agua. Por 
lo tanto, la especie en que se estudiaron los efectos dependió de que ocurrieran con 
antelación los pertinentes eventos reproductivos. Los momentos de aplicación fueron 
conocidos dado que los administradores y/o propietarios de los campos informaron 
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sobre las acciones relacionadas con la práctica. Todas las aplicaciones fueron realizadas 
con maquinaria terrestre. Para cada uno de los nueve eventos de aplicación se realizó 
una comparación con el sitio de referencia (SA). En la Tabla 1 se detallan los eventos de 
exposición  y las especies estudiadas. 
 
Tabla 1: Eventos de exposición en cada sitio de estudio, plaguicidas aplicados y estadios de 
desarrollo de las especies evaluadas. 
Sitio AP Fecha Evento de exposición CH Especie STD N 
LT 1 30-10-09 CY-GLY 4 
Hp 40-42 400 
Ll 41-42 600 
LT 2 22-02-10 END 2 
Rf 29-31 300 
Hp 36-39 200 
LT 3 05-11-10 GLY 4 Hp 37-41 400 
LT 4 26-11-11 GLY 2 Hp 39-42 200 
RM 5 28-02-11 CY-GLY 2 Rf 39-41 300 
RM 6 05-10-12 CY-GLY 2 
Ll 32-36 300 
Hp 39-42 200 
RM 7 20-03-12 CLOR 2 Ll 39-42 300 
LA 8 15-10-11 CY-GLY-END 1 Ll 30-37 150 
LA 9 04-03-12 CY-GLY 2 Rf 39-41 300 
LT: establecimiento Los Talas. RM: establecimiento Remes. LA: establecimiento La Abundancia AP: 
número de aplicación estudiada. CLOR: clorpirifós. END: endosulfán. CY: cipermetrina. GLY: 
glifosato. CH: número de charcas en las que se evaluó el efecto de aplicaciones de plaguicidas. Hp: 
Hypsiboas pulchellus. Ll: Leptodactylus latrans. Rf: Rhinella fernandezae. STD: estadio de desarrollo de 
larvas. N: número de larvas. 
 
Previo al inicio de los estudios de campo con limnocorrales, se realizaron 
ensayos para determinar la posible influencia del sistema de encierro sobre las larvas. 
Esta etapa permitió realizar los ajustes necesarios para determinar el número de 
organismos por dispositivo y el tiempo de permanencia de los mismos en los 
limnocorrales, estableciéndose como máximo siete días de encierro.  
En cada evaluación se recolectaron larvas con copos de mano de las mismas 
charcas en donde fueron dispuestos cinco limnocorrales de 50x20x20 cm, con red de 
apertura de poro de 1 mm (aproximadamente) conteniendo sedimento y agua de la 
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charca en que fueron situados (Fig. 5). En cada uno de ellos fueron colocadas 20 o 30 
larvas (dependiendo de la especie evaluada) de estadio 27-42 [115], aproximadamente 
48 h antes de cada aplicación para lograr una adecuada aclimatación. Este diseño fue 
implementado en cada uno de los nueve eventos, ya sea en las charcas de cultivos como 
en las pertenecientes al sitio de referencia.  
Los limnocorrales fueron revisados aproximadamente 24 h antes de cada 
aplicación para constatar el estado de los organismos. Pasadas las 24 h y 48 h de cada 
una de ellas se realizó el recuento de individuos vivos y la determinación de las 
alteraciones sobre el movimiento. Fueron considerados muertos aquellos individuos en 
descomposición o aquellos de los que no quedaron rastros.  
Las alteraciones en el movimiento se estudiaron en larvas que resultaron vivas 
luego de las aplicaciones. Las mismas fueron extraídas en una batea con agua de las 
charcas en las cuales se colocaron los limnocorrales. Luego de 5 min de aclimatación se 
les realizó un estímulo con una vara de madera y se observó durante 1 min la respuesta 
(Fig. 5c). Los estados en que se midió esta variable fueron disminución y pérdida de la 
natación. El primero fue definido como una natación lenta y dificultosa, mientras que en 
el segundo no se registraron desplazamientos pero sí temblores, convulsiones y 
contorsiones del cuerpo y cola. 
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Figura 5: Evaluación de las aplicaciones de plaguicidas. A y D: disposición de los limnocorrales. B: 
larvas de Leptodactylus latrans. C: materiales empleados para implementar el método de evaluación de 
las alteraciones en el movimiento. 
 
ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS  
Se monitorearon concentraciones de plaguicidas en aguas y en sedimentos de fondo. En 
aquellos casos en que no pudieron ser presenciadas las aplicaciones, la búsqueda de los 
plaguicidas fue realizada únicamente en muestras de sedimento, teniendo en cuenta la 
baja solubilidad en agua de los insecticidas buscados, junto a antecedentes de estudios 
previos en la región los cuales indican que la distribución de estos compuestos se ve 
favorecida en el material particulado en suspensión formador de sedimentos y en los 
sedimentos de fondo [77, 100, 116]. 
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El análisis de los insecticidas clorpirifós, endosulfán y cipermetrina y el 
herbicida glifosato se practicó en aquellas muestras de aguas que fueron tomadas 
inmediatamente luego de ocurridas las aplicaciones cuando fue posible presenciar el 
tratamiento de los cultivos (AP1-4, AP8 y AP9). Los mismos insecticidas fueron 
analizados en el total de las muestras de sedimentos y la toma de muestras se realizó 
pasadas aproximadamente 24 h de cada evento de aplicación, momento coincidente con 
la lectura de los puntos finales en las larvas. Las muestras de agua para análisis de 
insecticidas fueron tomadas en botellas de vidrio color caramelo de 250 ml y en el caso 
de las muestras para análisis de glifosato se tomaron en botellas plásticas de 100 ml. Los 
sedimentos fueron extraídos con un corer y los primeros cinco centímetros de superficie 
fueron llevados a recipientes de vidrio o plástico con tapa dependiendo del plaguicida a 
determinar.  
Análisis y determinación de clorpirifós, endosulfán y cipermetrina en muestras 
de agua: fue realizado un pretratamiento de las muestras siguiendo los métodos 
estandarizados propuestos por USEPA 1986. Fue realizada una extracción secuencial 
con diclorometano en tres pasos desde un volumen de 250 ml de muestra (ajustado a pH 
4 con HCl). El extracto fue rotoevaporado y se llevó a sequedad con flujo de N2, para 
luego realizar una resuspención en n-hexano [117]. El análisis se realizó por GC-ECD 
(Carlo Erba, 6000), equipado con una columna HP5 (15 m con un diámetro de 0,53 mm 
interior), con N2 como vehículo, y, temperaturas de rampa y detector de 190-250 ºC y 
320 ºC respectivamente [116]. Los límites de detección fueron de 0,02 µg /l.  
Análisis y determinación de glifosato y su metabolito AMPA en muestras de 
agua: las muestras fueron derivatizadas durante 8 h con FMOC-Cl en medio de pH=9, 
ajustado por un buffer borato 40mM. Los derivados GLY-FMOC, GLY 13C, 15N-
FMOC y AMPA-FMOC fueron analizados por HPLC –MS con gradiente 
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MeOH/NH4Ac 5mM, columna X-Select CSH C18 de 75*4,6 mm, fuente de ionización 
ESI, por monitoreo del ion selectivo (SIM), en modo negativo a 120 eV. Se utilizaron 
los iones m/z=390 ([M-H]- ) y sus fragmentos m/z=168 y m/z=150, como iones de 
cuantificación y confirmación respectivamente [118]. Como criterio de calidad analítica 
se utilizó el método de dilución isotópica con glifosato 13C-15N. Los límites de 
detección fueron de 0,5 µg /l para cada analito.  
Tanto para el clorpirifós, endosulfán y cipermetrina como para el glifosato; el 
pretratamiento de las muestras, los análisis cromatográficos y la interpretación de los 
cromatogramas fueron realizados por profesionales del CIMA en el marco del Proyecto 
de Investigación PICT 38350 de la ANPCyT. 
Análisis y determinación de clorpirifós, endosulfán y cipermetrina en muestras 
de sedimentos: se realizó una extracción por sonicación en diclorometano con una 
relación sólido líquido 20:50, utilizando 3 contactos [119]. El procedimiento de clean-
up se realizó con columnas de 10 g de Florisil (60-100 mesh, activated at 675 ºC), 
eluyendo con 100 ml de mezcla hexano: éter en relaciones de 94:6, 85:15 y 50:50 [120], 
seguido de rotoevaporación y llevado a volumen final de 1 ml como fracción de 
análisis. La determinación de plaguicidas fue realizada con GC-HP Detector ECD 
(5890), equipada con una columna HP5 (15 mts x 530 µm x 1,50 µm), N2 como móvil y 
una rampa y detector de temperaturas de 190–260 ºC y 290 ºC, respectivamente. Los 
límites de detección fueron 2 µg/kg. El procedimiento de pretratamiento y análisis de 
los tres insecticidas en las muestras de sedimentos fue realizado en un laboratorio de 
servicios externo acreditado.  
Los estándares utilizados en los procedimientos de análisis fueron provistos por 
el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA). 
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CARACTERIZACIÓN DE LOS CUERPOS DE AGUA 
En cada ocasión de muestreo fueron tomadas in situ las variables fisicoquímicas de los 
cuerpos de agua. Se midieron por triplicado pH, conductividad, oxigeno disuelto (OD) y 
temperatura utilizando un multiparámetro Lutron YK series 2000. Además fueron 
consideradas variables espaciales, estimándose la superficie de las charcas y 
determinándose la profundidad media. Para realizar una caracterización de la flora 
macrófita componente de cada charca se procedió a la asignación específica de cada 
planta y se asignó una escala cuantitativa que adoptó valores de 1 a 7, donde 1 
representa una vegetación monoespecífica y 7 la vegetación más diversa [121]. 
 
EVENTOS REPRODUCTIVOS 
Ocurrida la reproducción luego de intensas lluvias y de constatados los coros 
reproductivos, las charcas estudiadas fueron divididas en cuadrantes de 1x1 m en los 
cuales se identificó el número de puestas y posteriormente se contaron los huevos 
fecundados de cada una. Dado el extenso número de huevos que tienen las puestas de L. 
latrans se tomó una fracción (≈ 10%) sobre la cual se contabilizaron los huevos y luego 
se extrapoló el número al total de la puesta. La toma de estas variables se realizó in situ 
(con posterior devolución al medio). Para lograr una adecuada comparación, los datos 
fueron tomados sólo en los momentos donde ocurrieron los eventos reproductivos 
simultáneamente en charcas de los cultivos y en las charcas del sitio de referencia, 
evitando que el momento de la reproducción sea considerado como variable. Cabe 
destacar que para el caso de la especie R. fernandezae no fue posible la obtención de 
estos datos dado que las puestas no pudieron ser identificadas por separado en la 
mayoría de los casos. Fueron analizados 17 eventos reproductivos entre la primavera del 
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2009 y el otoño de 2012. De algunos de éstos (N=8) eclosionaron las larvas que fueron 
estudiadas en los limnocorrales y durante los ciclos larvales. 
 
CICLO LARVAL  
Los ciclos larvales pueden durar entre 30 y 70 días dependiendo de la especie y las 
condiciones ambientales. Teniendo en cuenta antecedentes de efectos adversos 
asociados a la clausura de organismos en limnocorrales luego de pasados siete días, se 
optó por estudiar el ciclo larval en individuos de vida libre. Una vez eclosionadas las 
larvas se realizaron muestreos semanales estratificados con reposición [122], hasta el 
día en que fueron observados los primeros individuos metamórficos. Esto se realizó en 
las mismas charcas y sitios en los que fueron colocados los limnocorrales y todos los 
ciclos estudiados en cultivos contaron con exposición a plaguicidas. Los puntos finales 
evaluados durante el transcurso del ciclo larval fueron: abundancia, crecimiento, 
desarrollo y tiempo y tamaño a la metamorfosis. Fue estudiado además el desarrollo de 
anormalidades. 
Para estudiar la abundancia, cada charca fue dividida en cuadrantes de 1x1 m y 
en 20 de ellos seleccionados al azar se pasaron copos de mano, contabilizando el 
número de larvas. El crecimiento fue estudiado en larvas (N=50 por ocasión de 
muestreo en cada charca) escogidas al azar cuando se realizaban los muestreos de 
abundancia, las cuales fueron extraídas de las charcas y luego de efectuarse las 
mediciones fueron regresadas al medio. El crecimiento se expresó como la longitud del 
cuerpo (LC) utilizando un calibre digital Svhwys 0,01 mm. Fueron determinados los 
estadios de desarrollo [115] con una lupa Leica ES2. En cada ocasión de muestreo 
fueron seleccionadas larvas en estadio 40 de desarrollo en las cuales se prospectaron 
anormalidades empleando una lupa Leica ES2. Las anormalidades fueron determinadas 
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en un total de 50 larvas por charca y por ciclo, siguiendo las categorías propuestas por 
Bantle et al. [123]. 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para evaluar el efecto de las aplicaciones sobre la supervivencia de larvas se 
utilizaron modelos lineales generalizados mixtos (MLGM) [124, 125] con distribución 
de error de Poisson y función de enlace log. Los limnocorrales fueron tomados como 
efectos aleatorios. Dentro de los efectos fijos fueron considerados: la especie, las 
charcas y las horas transcurridas desde la aplicación (24 h antes, 24 y 48 h después). El 
análisis de los efectos en el movimiento se llevó a cabo con MLGM que incluyeron los 
mismos efectos aleatorios y fijos utilizados para evaluar cambios en la supervivencia, 
aunque en este caso la variable de respuesta analizada fue la alteración en el 
movimiento. Fue realizado un MLGM por cada aplicación.  
Interesa analizar las diferencias entre las charcas estudiadas a partir de las 
variables de caracterización de las mismas (pH, conductividad, OD y temperatura) y si 
estas variables fluctúan respecto del momento de la aplicación. Para ello se utilizaron 
modelos lineales generales mixtos (MLGrM) [126, 127]. El tiempo respecto de la 
exposición (24 h antes, 24 y 48 h después de cada evento) y el uso de la tierra en el cuál 
se encontraban las charcas (sitios cultivados y de referencia) fueron considerados como 
efectos fijos, mientras que cada aplicación se consideró como un efecto aleatorio. Se 
realizó un modelo lineal general mixto por cada variable.  
Las diferencias en el número de puestas entre charcas de cultivos y charcas de 
referencia se analizaron con una prueba de t pareada, tomando como pares los eventos 
reproductivos. Dado que el número de charcas ubicadas en los cultivos y en los sitios de 
referencia difieren en número, la variable de respuesta se relativizó a la cantidad de 
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charcas muestreadas en ambos tratamientos. Las diferencias en el número de huevos 
entre charcas de cultivos y charcas de referencia fueron analizadas con prueba de t para 
cada especie. Ambas variables fueron transformadas con Log (X+1) y en cada análisis 
se corroboraron los supuestos teóricos estadísticos para su aplicación. 
A pesar de haber evaluado el efecto sobre la supervivencia con limnocorrales, 
resulta importante comprobar si los mismos se ven reflejados en las poblaciones larvales 
estudiadas. Para examinar diferencias en las abundancias 24 h antes y 48 h después de 
cada aplicación en cada charca se implementaron modelos lineales generalizados 
(MLG) [127] con distribución de error Poisson y función de enlace log. La charca y el 
momento respecto de la aplicación (24 h antes y 48 h después) fueron considerados 
efectos fijos. Fue realizado un MLG por aplicación. 
El crecimiento expresado como longitud del cuerpo (LC), fue evaluado a partir 
de curvas de crecimiento y modelos no lineales. Para ello fue evaluado el ajuste a los 
siguientes modelos: Gompertz, Y = A exp (-B exp (-Kt)); Logístico, Y = A / (1+ B exp 
(-Kt)) y Von Bertalanffy, Y = A (1 - B exp (-Kt))3. La selección del mejor ajuste se 
realizó implementando el criterio de información de Akaike (AIC). Los parámetros 
usados en estos modelos se definen como “Y” = longitud del cuerpo (cm); “t” = edad; 
“A” = longitud del cuerpo al tiempo de maduración; “K” = tasa de crecimiento al 
tiempo de la maduración y finalmente  “B” representa un parámetro de escala para los 
modelos y no tiene significado biológico. Una vez seleccionado el mejor modelo se 
procedió a evaluar las diferencias entre los parámetros “A” y “K” de la curva 
seleccionada, correspondientes a ciclos cumplidos en charcas de cultivos y charcas de 
referencia.  
Las anormalidades en larvas de estadio 40 de cada especie estudiada por cada 
charca fueron expresadas como prevalencias que corresponden al n individuos 
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anormales/ n de individuos muestreados. Una vez distinguidos los tipos de 
anormalidades ocurridos en charcas de cultivos y control, se utilizaron tablas de 
contingencia (una para cada especie) para explorar si la prevalencia de anormalidades es 
dependiente de las charcas ubicadas en los cultivos y en los sitios de referencia. Estos 
análisis fueron conducidos sobre los valores de prevalencias totales de cada población, 
sin distinguir tipos de anormalidades. 
En los análisis en que se implementaron MLG, MLGrM y MLGM se utilizó el 
procedimiento de selección backward, por medio del cual se removieron los términos 
no significativos de cada modelo uno por uno, en orden decreciente de nivel de 
interacción y en orden decreciente de p en el caso de tratarse del mismo nivel [127]. En 
caso de haber sido incluidos en los análisis efectos aleatorios, su significancia fue 
evaluadas con un test de verosimilitud (likelihood test) [125]. 
Los análisis estadísticos fueron realizados con el programa R, Versión 2.15.1 (R 
Development Core Team 2012) y los paquetes adicionales nlme [128] y lme4 [129]. Las 
tablas de contingencia fueron analizadas con Statistica V.8. Todas las pruebas 
estadísticas contemplaron análisis a dos colas, con un nivel de significancia p < 0,05.  
 
RESULTADOS 
EFECTO DE LAS APLICACIONES DE PLAGUICIDAS 
En cada una de las evaluaciones de toxicidad la variación aportada por el efecto de los 
limnocorrales no fue significativa (p > 0,05) por lo cual pudieron ser considerados como 
réplicas. Los resultados de las exposiciones en los limnocorrales muestran que de las 
nueve aplicaciones evaluadas, seis generaron una disminución significativa (p < 0,05) 
en la supervivencia de larvas de las tres especies estudiadas. Estas disminuciones se 
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asociaron a las siguientes aplicaciones: AP1, 6 y 9 de CY-GLY, AP2 de END, AP7 de 
CLOR y AP8 de CY-GLY-END. 
En la AP1 la supervivencia de larvas de L. latrans fue significativamente inferior 
que en H. pulchellus (Z = -4,68; p < 0,05) así como también el efecto sobre la 
supervivencia fue significativamente mayor a las 48 h (Z = -3,61; p < 0,05). En la AP 2 
no hubo diferencias significativas entre la supervivencia de las especies expuestas (Z = -
2,33; p = 0,06) ni tampoco entre las 24 y 48 h de transcurrida la aplicación (Z = -1,40; p 
= 0,33). Respecto de la aplicación AP6 se registraron descensos significativos en la 
supervivencia entre las 24 y 48 h ocurrida la aplicación (Z = -5,24; p < 0,05) mientas la 
diferencia en la supervivencia entre las dos especies evaluadas no fue significativa (Z = 
0,87; p = 0,38). No fueron detectadas diferencias significativas entre las supervivencias 
a las 24 y 48 h de ocurridas las aplicaciones AP7 (Z = -0,67; p = 0,77) y AP8 (Z = -0,91; 
p = 0,63) mientras que sí lo fueron para la aplicación AP9 (Z = -2.55; p < 0,05). La 
Tabla 2 y la Figura 6 resumen los valores de supervivencia en cada una de las 
aplicaciones evaluadas y los resultados de las determinaciones de plaguicidas en 
muestras de agua tomadas inmediatamente luego de ocurridas las aplicaciones. Cabe 
destacar que no fueron observados efectos en las charcas de referencia ni detectado 
plaguicidas en muestras de agua y sedimento por lo que no fueron incorporados a las 
tablas y figuras.  
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AP: número de aplicación estudiada. CLOR: clorpirifós. END: endosulfán. CY: cipermetrina. GLY: 
glifosato. LT: establecimiento Los Talas. RM: establecimiento Remes. LA: establecimiento La 
Abundancia. *indica diferencias significativas en la supervivencia antes y después de la aplicación. NA: 
muestras no analizadas. 
Tabla 2: Porcentaje de supervivencia en larvas de charcas aplicadas y concentraciones de 
plaguicidas detectados en muestras agua tomadas inmediatamente luego de la aplicación. 
Aplicación Especie Charca 
Tiempo desde la 
aplicación µg/L 
24 h A 24 h D 48 h D 
AP1 
CY-GLY 
Hypsiboas 
pulchellus 
LT1 
LT2 
LT3 
LT4 
100 
100 
100 
99 
42* 
39* 
35* 
99 
31* 
13* 
10* 
99 
CY 203,4 - GLY 153,5 
CY 195,3 - GLY 231,2 
CY 365,2 - GLY193,5 
CY < 0,02 - GLY < 0,5 
Leptodactylus 
latrans 
LT1 
LT2 
LT3 
LT4 
100 
100 
100 
100 
11* 
16* 
10* 
100 
4* 
4* 
2* 
100 
CY 203,4 - GLY 153,5 
CY 195,3 - GLY 231,2 
CY 365,2 - GLY193,5 
CY < 0,02 - GLY < 0,5 
AP2 
END 
Rhinella 
fernandezae 
LT1 
LT2 
100 
100 
4* 
4* 
1* 
1* 
END 242,9 
END 327,5 
Hypsiboas 
pulchellus 
LT1 
LT2 
100 
100 
4* 
3* 
1* 
0* 
END 242,9 
END 327,5 
AP3 
GLY 
Hypsiboas 
pulchellus 
LT1 
LT2 
LT3 
LT4 
99 
100 
100 
100 
98 
97 
98 
99 
97 
95 
98 
99 
GLY 143,7 
GLY 110,5 
GLY 179,3 
GLY < 0,5 
AP4 
GLY 
Hypsiboas 
pulchellus 
LT1 
LT2 
99 
100 
96 
99 
96 
98 
GLY 92,5 
GLY 54,32 
AP5 
CY-GLY 
Rhinella 
fernandezae 
RM1 
RM2 
100 
100 
97 
98 
96 
97 
CY 3,9 – GLY < 0,5 
CY < 0,02 - GLY < 0,5 
AP6 
CY-GLY 
Leptodactylus 
latrans 
RM1 
RM2 
100 
100 
35* 
20* 
2* 
0* 
NA 
Hypsiboas 
pulchellus 
RM1 
RM2 
100 
100 
36* 
36* 
3* 
2* 
NA 
AP7 
CLOR 
Leptodactylus 
latrans 
RM1 
RM2 
100 
100 
2* 
3* 
0* 
0* 
NA 
AP8 
CY-GLY-
END 
Leptodactylus 
latrans 
LA1 100 14 3 
CY 45,6 - GLY < 0,5 - END 
230,3  
AP9 
CY-GLY 
Rhinella 
fernandezae 
LA1 
LA2 
99 
100 
28* 
32* 
3* 
2* 
CY 184,5 - GLY 35,7 
CY 149,5 - GLY 18,2 
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Continúa en página 37 
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Figura 6: Supervivencia de larvas en limnocorrales de cada aplicación evaluada y las horas respecto de la 
aplicación. AP: número de aplicación estudiada. CLOR: clorpirifós. END: endosulfán. CY: 
cipermetrina. GLY: glifosato. LT: establecimiento Los Talas representado con barras color gris. RM: 
establecimiento Remes representado con barras color verde. LA: establecimiento La Abundancia 
representado con barras color violeta. 
 
Las alteraciones en el movimiento no pudieron ser analizadas en las aplicaciones 
AP1 para L. latrans, AP2, AP6 para L. latrans, AP7, AP8 y AP9 dado que la cantidad 
de individuos vivos no fue suficiente para realizar un adecuando análisis estadístico. 
Los resultados indican una pérdida significativa del movimiento ya sea por reducción en 
la natación o por inmovilidad en cuatro de las cinco aplicaciones evaluadas (Tabla 3). 
Estos efectos no fueron significativos luego de la aplicación AP5.  
En la aplicación AP1 de CY-GLY hubo diferencias significativas en el número 
de individuos afectados de H. pulchellus respecto del tiempo de la aplicación, siendo 
superior a las 48 hs (Z = -2,21; p < 0,05). Estas diferencias no fueron significativas en la 
aplicación AP5 de CY-GLY, (Z = -0,84; p = 0,69), mientras que para la evaluación de la 
misma mezcla en AP6 no pudo evaluarse esta diferencia dado el bajo número de 
individuos que sobrevivieron a las 48 h de exposición. Las dos evaluaciones de 
aplicación de GLY mostraron diferencias significativas en el número de individuos 
afectados respecto del tiempo de la aplicación siendo superior a las 48 hs: AP3 (Z = -
1,96; p < 0,05) y AP4 (Z = -2,05; p < 0,05). En ninguna de las evaluaciones se 
registraron ni pérdida de movimiento significativas asociadas a los limnocorrales 
colocados en las charcas de referencia. 
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AP: número de aplicación estudiada. CLOR: clorpirifós. END: endosulfán. CY: cipermetrina. GLY: 
glifosato. LT: charcas del establecimiento Los Talas. RM: charcas del establecimiento Remes. N 24h: 
número de larvas sobrevivientes a las 24 h de ocurrida la aplicación. N 48h: número de larvas 
sobrevivientes a las 48 h de ocurrida la aplicación. *indica diferencias significativas en el número de 
individuos afectados antes y después de la aplicación. NE: efecto no evaluado 
 
ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS 
Las mediciones de plaguicidas que fueron realizadas sobre muestras tomadas 
inmediatamente luego de las aplicaciones se muestran en la Tabla 2 junto a los efectos 
evaluados. Las detecciones de insecticidas en sedimento pasadas las 24 h de todas las 
aplicaciones se muestran en la Tabla 4 de la cual se desprende que en varias 
oportunidades fueron detectados los insecticidas clorpirifós y endosulfán sin 
aplicaciones previas inmediatas, en general las concentraciones de estos plaguicidas 
fueron menores que cuando se detectaron en asociación a aplicaciones previas (24 h 
antes).  
 
 
Tabla 3: Porcentaje de larvas que presentaron efectos sobre el movimiento en las charcas que 
recibieron aplicaciones de plaguicidas. 
Aplicación Especie Charca 
Tiempo desde la aplicación 
N 24h % N 48h % 
AP1 CY-GLY Hypsiboas pulchellus 
LT1 
LT2 
LT3 
LT4 
42 
39 
35 
99 
56* 
57* 
69* 
0 
31 
13 
10 
99 
88* 
95* 
83* 
1 
AP3 GLY Hypsiboas pulchellus 
LT1 
LT2 
LT3 
LT4 
98 
97 
96 
100 
34 
69* 
54* 
1 
94 
95 
94 
99 
80* 
96* 
89* 
0 
AP4 GLY Hypsiboas pulchellus 
LT1 
LT2 
96 
99 
69* 
34 
96 
97 
95* 
64* 
AP5 CY-GLY Rhinella fernandezae 
RM1 
RM2 
146 
148 
1 
2 
145 
245 
2 
3 
AP6 CY-GLY Hypsiboas pulchellus 
RM1 
RM2 
45 
49 
100* 
89* 
2 
0 
NE 
NE 
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AP: número de aplicación estudiada. CY: cipermetrina. GLY: glifosato. END: endosulfán. LT: 
establecimiento Los Talas. RM: establecimiento Remes. LA: establecimiento La Abundancia. – no 
detectado. Las concentraciones se refieren a masa seca de sedimento.  
 
CARACTERIZACIÓN DE LOS CUERPOS DE AGUA 
Los resultados muestran que no hubo efecto significativo de las aplicaciones sobre 
ninguno de los parámetros evaluados (Tablas 5 a 8). Ninguna de las variables estudiadas 
mostró diferencias entre las charcas exceptuando el OD cuyos valores fueron 
significativamente altos en chacas del sitio de referencia (Tabla 7). No se registró efecto 
significativo de las aplicaciones sobre ninguno de los modelos. Los resultados de los 
parámetros fisicoquímicos y morfométricos y los valores de riqueza de macrófitas de las 
charcas estudiadas se muestran en la Tabla 9. 
Tabla 4: Concentraciones de insecticidas en sedimentos de charcas que recibieron las 
aplicaciones de plaguicidas. Las muestras fueron tomadas 24 h después de cada aplicación.  
AP Charca 
Sedimento µg/Kg 
CY END CLOR 
AP1 CY-GLY 
LT 1 32,4 5,1 < 2 
LT 2 29,8 4,3 5,7 
LT 3 43,7 3,9 4,2 
LT 4 < 2 1,5 < 2 
AP2 END 
LT 1 < 2 87,3 < 2 
LT 2 < 2 74,9 5,5 
AP3 GLY 
LT 1 < 2 2,3 < 2 
LT 2 < 2 1,5 3,1 
LT 3 < 2 1,2 1,3 
LT 4 < 2 2,6 < 2 
AP4 GLY 
LT 1 < 2 2,4 2,9 
LT 2 < 2 1,2 < 2 
AP5 CY-GLY 
RM 1 < 2 2,1 < 2 
RM 2 < 2 < 2 < 2 
AP6 CY-GLY 
RM 1 20,6 4,9 < 2 
RM 2 12,8 < 2 < 2 
AP7 CLOR 
LA 1 2,7 1,5 12,4 
LA 2 5,4 < 2 17,2 
AP8 CY-GLY-END LA 2 67,3 39,5 3,7 
AP9 CY-GLY 
LA 1 73,2 3,2 3,3 
LA 2 54,9 1,8 3,1 
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Tabla 5: Modelo lineal general mixto para el pH de charcas cultivadas y de referencia. 
Efectos F-test P 
Fijos   
 Intercepto F 1,435 = 25,39 < 0,001 
 Tiempo desde la aplicación F 2,341 = 2,64 = 0,07 
 Uso de la tierra F 1,217 = 1,88 = 0,15 
 
Tabla 6: Modelo lineal general mixto para la conductividad de charcas cultivadas y de 
referencia. 
Efectos F-test P 
Fijos   
 Intercepto F 1,435 = 18,50 < 0,001 
 Tiempo desde la aplicación F 2,341 = 2,13 = 0,12 
 Uso de la tierra F 1,217 = 1,55 = 0,22 
 
Tabla 7: Modelo lineal general mixto para el OD de charcas cultivadas y de referencia. 
Efectos F-test P 
Fijos   
 Intercepto F 1,435 = 26,08 < 0,001 
 Tiempo desde la aplicación F 2,341 = 1,39 = 0,22 
 Uso de la tierra F 1,217 = 8,43 = 0,004 
 
Tabla 8: Modelo lineal general mixto para la temperatura de charcas cultivadas y de referencia. 
Efectos F-test P 
Fijos   
 Intercepto F 1,435 = 15,08 < 0,001 
 Tiempo desde la aplicación F 2,341 = 1,08 = 0,34 
 Uso de la tierra F 1,217 = 0,81 = 0,37 
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N: número de muestras por parámetro. LT: establecimiento Los Talas, RM: establecimiento Remes, LA: establecimiento La Abundancia, SA: establecimiento Santa Ana, T: 
temperatura, R: riqueza de especies de macrófitas. 
Tabla 9: Valores medios y desvíos estándar (entre paréntesis) de los parámetros que caracterizan las charcas estudiadas. 
Charca N pH OD (mg/L) Conductividad (mS/cm) T (°C) Area (m2) Profundidad (cm) R 
LT 1 36 7,18 (0,29) 9,38 (1,12)  0,21 (0,10) 19,9 (1,9) 157,4 (56,6) 43,4 (12,3) 1 
LT 2 36 7,03 (0,26) 9,12 (1,25) 0,19 (0,11) 19,9 (2,6) 135,2 (40,5) 50,3 (9,3) 2 
LT 3 18 7,16 (0,25) 9,23 (1,22) 0,18 (0,05) 20,9 (1,4) 166,5 (49,7) 46,7 (12,6) 1 
LT 4 18 6,98 (0,35) 10,46 (1,38) 0,19 (0,08) 19,1 (3,1) 170,8 (51,5) 48,4 (15,2) 4 
RM 1 27 7,09 (0,32) 9,03 (2,12) 0,21 (0,11) 21,8 (2,5) 80,2 (47,1) 57,9 (19,6) 2 
RM 2 27 7,21 (0,21) 9,51 (2,42) 0,20 (0,11) 20,7 (2,4) 98,0 (53,8) 57,9 (11,4) 3 
LA 1 9 7,12 (0,35) 9,02 (1,28) 0,17 (0,12) 21,9 (2,3) 94,2 (37,5) 42,3 (16,2) 1 
LA 2 18 6,98 (0,24) 9,08 (1,05) 0,16 (0,09) 22,0 (1,3) 96,0 (27,8) 65,3 (12,4) 1 
SA 1 81 6,94 (0,31) 11,17 (1,32) 0,17 (0,12) 19,7 (2,4) 103,5 (28,6) 47,1 (12,8) 7 
SA 2 81 6,99 (0,25) 11,31 (1,21) 0,12 (0,14) 19,7 (2,9) 95,9 (32,8) 45,4 (10,7) 6 
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EVENTOS REPRODUCTIVOS  
Los resultados del número de puestas y el número de huevos fecundados para los 17 
eventos reproductivos se detallan en la Tabla 10. El número de puestas en las charcas de 
referencia fue significativamente mayor que en las charcas con cultivos (t = 16,17; df = 
16; p < 0,05) aunque el número de huevos fecundados no difirió significativamente 
entre charcas para las especies L. latrans (t = -0,26; df = 143; p = 0,79) e H. pulchellus 
(t = -1,18; df = 538; p = 0,23). Resulta notable que en la charca número 4 del sitio Los 
Talas el número de puestas fue superior que el registrado en las demás charcas del 
mismo agroecosistema. 
Tabla 10: Eventos de reproducción de las especies estudiadas. Se indica la fecha, el número de 
puestas y el número promedio de huevos y sus desvíos.  
 SA 1 SA 2 LT 1 LT 2 LT 3 LT 4 
Hypsiboas pulchellus (03-09-09) AP 1 
Puestas 13 29 4 4 7 20 
Huevos 369,9 (48,4) 328,9 (46,8) 396,5 (86,1) 397,8 (30,2) 372,8 (45,8) 
367, 9 
(44,3) 
Leptodactylus latrans (10-10-09) AP 1 
Puestas 7 10 1 3 4 12 
Huevos 
4723,3 
(189,0) 
4716,5 
(483,9) 
3978* 
4769,2 
(272,1) 
4643,7 
(459,2) 
4783,1 
(335,9) 
Hypsiboas pulchellus (15-11-09)† 
Puestas 13 21 5 4 10 
NR 
Huevos 321,3 (46,7) 350,8 (59,3) 341, 1 (45,0) 346,5 (49,7) 312,9 (69,3) 
Hypsiboas pulchellus (29-01-10) AP 2 
Puestas 12 25 6 11 NR NR 
Huevos 371,5 (36,9) 391,2 (53,8) 326, 6 (35,2) 388,8 (40,7)   
Hypsiboas pulchellus (19-02-10) † 
Puestas 9 14 3 4 
NR NR 
Huevos 340,3 (41,9) 309,2 (63,3) 315, 5 (45,1) 333,8 (43,2) 
Leptodactylus latrans (20-02-10) † 
Puestas 6 14 2 3 
NR NR 
Huevos 
4809,2 
(211,2) 
4694,3 
(358,3) 
4076* 
4715,5 
(413,8) 
Hypsiboas pulchellus (28-09-10) AP 3 
Puestas 10 23 1 5 9 10 
Huevos 359,6 (49,6) 384,9 (51,4) 478* 
386, 6 
(48,0) 
372,9 (39,8) 
375,4 
(44,9) 
Hypsiboas pulchellus (12-09-11) AP 4 
Puestas 14 21 6 4   
Huevos 375,4 (42,7) 360,9 (41,4) 351,3 (40,2) 367,5 (45,8)   
Continúa en página 43 
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SA: charcas del establecimiento Santa Ana. LT: charcas del establecimiento Los Talas. RM: charcas del 
establecimiento Remes. LA: charcas del establecimiento La Abundancia. NR: indica que no hubo 
reproducción en esa charca. AP: indica la evaluación de aplicación de plaguicidas durante el ciclo larval 
(ver Tabla 1) durante su ciclo. † Ciclos que no tuvieron evaluación de aplicación de plaguicidas. * 
Promedios en los que no pudieron calcularse los desvíos. 
 
CICLO LARVAL  
Los resultados sobre las abundancias larvales registraron que los eventos de aplicación 
evaluados producen un descenso significativo en la variable de respuesta a las 48 h de 
exposición en seis de las nueve aplicaciones evaluadas (Fig. 7). Un test a posteriori de 
X
2 mostró que no hubo efectos de la aplicación AP1 (CY-GLY) en la charca número 4 
(X2 = 10,11; df = 5; N = 500; p = 0.072). Ambas aplicaciones de GLY y una aplicación 
de CY-GLY no mostraron efectos sobre la abundancia y corresponden a AP3 (X2 = 
9,833; df = 5; N = 500, p = 0.08), AP4 (X2 = 4,89; df = 3; N = 250, p = 0,18) y AP5 (X2 
= 5,83; df = 3; N = 500; p = 0,12) respectivamente. 
Viene de página 42 
 SA 1 SA 2 LT 1 LT 2 LT 3 LT 4 
Hypsiboas pulchellus (13-02-12) † 
Puestas 21 34 4 4 3 
NR 
Huevos 342,9 (64,9) 356,0 (43,8) 362,2 (53,0) 373,9 (54,5) 385,6 (46,9) 
Leptodactylus latrans (15-02-212) † 
Puestas 9 10 3 3 
NR NR 
Huevos 
4741,1 
(246,1) 
4738 
(316,3) 
4872,2 
(305,7) 
4725,6 
(423,1) 
 SA 1 SA 2 RM 1 RM 2 
Hypsiboas pulchellus (15-02-10) † 
Puestas 11 22 5 4 
Huevos 365,5 (57,3) 357,8 (49,1) 377,4 (50,0) 363,2 (51,9) 
Leptodactylus latrans (15-02-10)† 
Puestas  11 3 4 
Huevos  4705,0 (279,1) 4868,6 (298,6) 4680,4 (333,9) 
Hypsiboas pulchellus (30-08-10) AP 6 
Puestas 14 21 6 4 
Huevos 375,4 (42,7) 360,9 (41,4) 351,3 (40,2) 367,5 (45,8) 
Leptodactylus latrans (30-08-11) AP 6 
Puestas 11 15 2 2 
Huevos 4643,5 (514,5) 4608,8 (526,2) 4665, 9*  5037 *  
Leptodactylus latrans (14-02-12) † 
Puestas 7 18 3 4 
Huevos 4768,2 (445,8) 4387,7 (565,1) 4512,4 (492,3) 4918,2 (481,3) 
 SA 1 SA 2 LA 1 LA 2 
Leptodactylus latrans (03-09-11) AP 8 
Puestas 7 NR 3 NR 
Huevos 4603,4 (266,3)  4593,5 (449,2)  
Leptodactylus latrans (09-01-12) † 
Puestas 6 12 3 2 
Huevos 4478,1 (513,8) 4398,2 (355,6) 4461,4 (467,7) 4428,8 * 
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Resulta de interés señalar que bajo todas las aplicaciones que contuvieron END, 
CLOR y la AP6 de CY-GLY los ciclos larvales no se completaron (Fig. 7). Esto se 
evidenció en los muestreos de abundancia en los cuales no se registraron larvas en los 
últimos estadios de desarrollo, y en los cuales tampoco fueron observados individuos 
metamórficos.  
 
Continúa en página 45 
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Figura 7: Abundancias en relación a la edad en días de larvas. AP: número de aplicación estudiada. 
CLOR: clorpirifós. END: endosulfán. CY: cipermetrina. GLY: glifosato. SA: establecimiento Santa 
Ana representado en gráficos color celeste. LT: establecimiento Los Talas representado en gráficos color 
rosado. RM: establecimiento Remes representado en gráficos color violeta. LA: establecimiento La 
Abundancia. Las líneas punteadas representan el día de la aplicación en las chacras de cultivos. ۞ 
Representa los ciclos que no culminaron en metamorfosis 
 
El modelo que mejor explicó el crecimiento larval de H. pulchellus y R. 
fernandezae fue el de Gompertz, mientras que el mejor ajuste para el crecimiento de 
larvas de L. latrans fue logrado con la ecuación de Von Bertalanffy, aunque los valores 
de distancia con el modelo de Gompertz fueron altamente similares (Tabla 11). Por esta 
razón fue utilizado el modelo de Gompertz para realizar los análisis en las tres especies 
estudiadas a fin de lograr adecuadas comparaciones. Los análisis de las curvas de 
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crecimiento modeladas muestran que las larvas de H. pulchellus y R. fernandezae de los 
sitios cultivados tienen significativamente menores tamaños (A) y mayor tasa de 
crecimiento (K) (Tabla 12). Respecto a las larvas de L. latrans no fueron halladas 
diferencias significativas entre la tasa de crecimiento de larvas expuestas (K) aunque 
estas sí tuvieron tamaños (A) significativamente menores (Tabla 12). 
Tabla 11: Comparación de modelos no-lineales aplicados para describir el crecimiento larval 
en las tres especies estudiadas. 
Especie Modelo df AIC 
 
Hypsiboas pulchellus 
Gompertz 9 9437,2 
Von Bertalanffy 9 9441,5 
Logística 9 9472,8 
Leptodactylus latrans  
Von Bertalanffy 9 7211,7 
Gompertz 9 7211,8 
Logística 9 7226,5 
Rhinella fernandezae 
Gompertz 7 9018,5 
Von Bertalanffy 7 9026,3 
Logística 7 9031,7 
df: grados de libertad del modelo. AIC: criterio de información de Akaike. 
 
Tabla 12: Parámetros y sus desvíos estimados por curvas de Gompertz en larvas de ciclos en 
charcas expuestos a plaguicidas y de referencia. 
Especie Charcas A t (p) K t (p) 
Hypsiboas pulchellus 
Cultivos 18,53 t = 61,14; df = 550 
(p < 0.05) 
0,021 t = 23,07; df = 550 
(p < 0.05) Referencia 20,78  0,019 
Leptodactylus latrans  
Cultivos 25,39  t = 112,17; df = 450 
(p < 0.05) 
0,032 t = 1,41; df = 450  
(p = 0.08) Referencia 29,72 0,031 
Rhinella fernandezae 
Cultivos 16,26 t = 45,12; df = 400 
(p < 0.05) 
0,23 t = 5,35; df = 400 (p 
< 0.05) Referencia 18,98 0,19 
A: longitud del cuerpo al tiempo de la maduración. K: tasa de crecimiento al tiempo de la maduración. t 
(p): test de diferencia de medias para los parámetros A y K y su nivel de significancia. 
 
Las anormalidades registradas en larvas de estadio 40 se encontraron en ojos, eje 
axial y miembros (Fig. 8). Los resultados muestran una dependencia de la prevalencia 
de anormalidades a las charcas con cultivos en larvas de H. pulchellus (X2 = 5,32; df = 
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1; N = 1200; p = 0,02), R. fernandezae (X2 = 5,70; df = 1; N = 600, p = 0,03) y L. 
latrans (X2 = 15,13; df = 1; N = 8500; p < 0,01). Las prevalencias totales registradas en 
larvas tuvieron un orden de importancia de aparición de > H. pulchellus > L. latrans > 
R. fernandezae (Tabla 13).  
 
Figura 8: Anormalidades en larvas. A, D y E: torsión del eje axial y escoliosis en Rhinella fernandezae. 
B y C: ausencia de dedos y falanges en Hypsiboas pulchellus. E y G: ausencia de dedos y falanges en 
Leptodactylus latrans. F: tamaño de dos larvas del mismo estadio de R. fernandezae pertenecientes a una 
charca de cultivo (más pequeña) y a una charca control. 
 
Tabla 13: Prevalencias de cada tipo de anormalidad registradas en las especies estudiadas 
pertenecientes a las charcas de cultivos de referencia.  
 Ojos Eje Axial Miembros Total 
 Cul Ref Cul Ref Cul Ref Cul Ref 
H. pulchellus 0,02 - 0,32 0,17 0,35 0,09 0,36* 0,16* 
R. fernandezae 0,05 - 0,12 0,14 0,31 0,11 0,16* 0,08* 
L. latrans 0,10 0,01 0,43 0,05 0,27 0,01 0,24* 0,05* 
Cul: cultivos. Ref: referencia. * Diferencias significativas en la prevalencia de cada una de las especies. – 
no detectadas. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
EFECTO DE LAS APLICACIONES DE PLAGUICIDAS 
Los ensayos con limnocorrales permitieron demostrar el efecto que producen las 
aplicaciones de plaguicidas sobre la supervivencia y las alteraciones en el movimiento 
de larvas de H. pulchellus, R. fernandezae y L. latrans; tres especies representativas de 
la Región Pampeana. Los resultados obtenidos sobre estos puntos finales indican que 
los máximos efectos fueron observados a las 48 h de ocurridos los eventos de 
exposición. Si bien no todas las diferencias entre las 24 y 48 h fueron significativas, 
pudo demostrarse que los efectos se prolongan por los menos a las 48 h de exposición y 
que en el caso de las alteraciones del movimiento no hubo recuperación, sino un  
aumento de los mismos.  
Las aplicaciones de endosulfán indujeron mayores efectos letales que el resto de 
los plaguicidas, en concordancia con los resultados obtenidos en estudios de laboratorio 
[46, 53, 54, 56, 70] sobre la toxicidad relativa de los compuestos estudiados. Las 
concentraciones que produjeron prácticamente el 100% de la mortalidad de larvas se 
encuentran en un rango de 230,3 µg /L y 327,5 µg /L los cuales exceden ampliamente a 
las CL50 informadas en la literatura para varias especies en ensayos de laboratorio [46, 
53, 57, 70] y concuerda con el hecho de que a las 24 h de ocurridas las aplicaciones 
prácticamente no quedaron sobrevivientes. Por esto los efectos sobre el movimiento no 
pudieron ser estudiados.  
Ninguna de las aplicaciones de glifosato evaluadas provocó efectos letales, no 
obstante se observaron severos efectos sobre la natación relacionados a concentraciones 
que van desde los 54,3 µg /L a los 179,3 µg /L. El glifosato es un herbicida considerado 
como probablemente no peligroso por WHO y levemente tóxico por USEPA [44]. 
Numerosos autores han concluido que bajo condiciones normales de uso, este herbicida 
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no representa un peligro en el medio acuático, ya que tanto el glifosato como los 
componentes de las formulaciones se diluyen lo suficiente en cuerpos de agua lóticos 
[130, 131]. Sin embargo, en los cuerpos de agua lénticos y poco profundos, como son 
las charcas temporarias, las tasas de aplicación normales de formulados (activos y 
aditivos) pueden alcanzar niveles de concentración a los que se les asocian efectos 
tóxicos [132], además de que la persistencia de la toxicidad puede extenderse por días o 
semanas [133]. Trabajos realizados en anfibios alertan sobre la toxicidad del glifosato y 
demuestran que formulaciones comerciales del herbicida, en particular aquellas que 
contienen POEA, pueden resultar perjudiciales [69, 70, 134]. En concordancia con los 
estudios anteriormente expuestos, los resultados del presente trabajo de tesis muestran 
la inducción de efectos subletales adversos del herbicida formulado en poblaciones 
nativas de anfibios.  
Respecto a las aplicaciones de la mezcla cipermetrina-glifosato, las mismas 
determinaron efectos en correspondencia con la presencia detectada de plaguicidas en 
agua. Es probable que la toxicidad elevada de esta mezcla esté siendo 
predominantemente aportada por exposición a la cipermetrina, dado que cuando se 
evaluó el glifosato por separado no se observaron efectos sobre la mortalidad y estos 
resultados se encuentran en correspondencia con estudios realizados con mezclas en 
otros organismos [100], aunque es apropiado tener en cuenta que la toxicidad del 
glifosato puede verse aumentada en presencia de mezclas [135]. La única oportunidad 
en la cual esta mezcla no generó efectos letales ni subletales fue en la aplicación número 
cinco (AP5), correspondiente al establecimiento Remes. Los análisis químicos de 
muestras ambientales determinaron una concentración de cipermetrina en agua de 3,9 
µg /L, mientras que no fue detectado glifosato, indicando que los plaguicidas no 
alcanzaron las charcas en contraposición con otras aplicaciones evaluadas en las que sí 
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se obtuvieron efectos y las concentraciones detectadas fueron superiores. Este escenario 
podría estar asociado a la mitigación ofrecida por la cobertura vegetal muy conspicua en 
las márgenes que rodeaban las charcas al momento de la aplicación. 
Existe un consenso general en la bibliografía de que aquellas concentraciones de 
compuestos tóxicos que inducen efectos adversos en condiciones experimentales de 
laboratorio son elevadas y no siempre ocurren en condiciones naturales [27]. En 
contraposición, ha sido demostrado que la interacción de los plaguicidas con factores 
ambientales puede determinar efectos aditivos o sinérgicos [107, 108, 136] o alterar las 
condiciones de los ecosistemas (florecimientos algales, cambios en el pH y OD, 
cambios en las relaciones intra-interespecíficas) generando efectos de manera indirecta 
[114, 137 - 140]. Las determinaciones de plaguicidas en agua indican que las 
concentraciones inductoras de efecto abarcan un intervalo amplio y que la comparación 
con los datos obtenidos en ensayos de laboratorio para el mismo efecto no resulta 
consistente. Por ejemplo, las concentraciones de glifosato que causaron efectos 
subletales en los experimentos a campo son inferiores a las obtenidas en laboratorio 
utilizando formulaciones comerciales [19], mientras que las concentraciones de 
cipermetrina que produjeron efectos sobre la supervivencia de larvas son similares a las 
que producen efectos en ensayos de toxicidad con condiciones controladas de 
laboratorio para especies nativas [64, 65]. 
En todas las muestras de sedimento tomadas 24 h de ocurridas las aplicaciones 
se detectaron los insecticidas aplicados. Las concentraciones de clorpirifós abarcaron un 
rango de 12,4 a 17,2 µg /kg, las de endosulfán de 39,5 a 87,3 µg /kg y las de 
cipermetrina 20,6 - 73,2 µg /kg. Estas concentraciones resultan altas en comparación a 
las obtenidas por otros autores que han conducido estudios en la Región Pampeana [77, 
99, 100, 141, 142]. Estas diferencias pueden deberse a que la toma de muestras fue 
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cercana en el tiempo a la aplicación y también al tipo de ambiente en que se realizó el 
presente trabajo (cuerpos de agua temporarios, someros y de dimensiones pequeñas). 
Asimismo, en reiteradas ocasiones se detectó la presencia de endosulfán y clorpirifós 
sin haber ocurrido aplicaciones previas. Las concentraciones fueron de un orden de 
magnitud inferior a aquellas encontradas cuando ocurrió una aplicación 24 h antes de 
tomadas las muestras, no superando los 10 µg /kg. Estos resultados se encuentran en 
concordancia con la persistencia de estos plaguicidas en el ambiente sobre todo en 
sedimentos [143, 144]. En una única oportunidad fue registrada cipermetrina sin 
conocimiento de aplicaciones previas la cual presentó concentraciones por debajo de los 
6 µg /kg. 
Fue demostrado que algunos factores ambientales pueden modificar la toxicidad 
de los plaguicidas a través de estudios desarrollados valorando las interacciones entre 
pH, OD, temperatura, partículas disueltas y los plaguicidas [107, 136, 145 - 147]. Los 
resultados obtenidos en el presente trabajo indicaron que los parámetros fisicoquímicos 
medidos en las charcas no cambiaron respecto de las aplicaciones. Independientemente 
de ello se registraron diferencias en la concentración de OD entre los cuerpos de agua 
evaluados. Los valores de OD en charcas de sitios de referencia (SA1 y SA2) fueron 
superiores a los valores de las charcas con cultivos, esta diferencia puede deberse al 
efecto de las elevadas cantidades de nutrientes habitualmente asociadas a cuerpos de 
aguas adyacentes a cultivos [148]. Es apropiado tener en cuenta que la entrada por 
escorrentía superficial de materia orgánica en charcas rodeadas de cultivos fertilizados 
puede producir eutrofización, aumento del fitoplancton y de producción de clorofila 
[149]. Estos ambientes tendrán un amplio rango de variación de OD, siendo el 
momento de la floración algal el máximo valor y cuando ésta termina los procesos de 
descomposición se encargarán de consumir el OD [150]. Si bien han sido demostrados 
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efectos adversos de la eutrofización sobre la anfibiofauna [151, 152], los valores de OD 
obtenidos en este estudio tanto para charcas con cultivos como para aquellas 
consideradas de referencia, se encuentran entre los aceptados como requerimiento 
fisiológico para larvas de anfibios [153]. Por esta razón el OD (independientemente de 
las aplicaciones de plaguicidas) no sería un factor determinante de la reducción en la 
supervivencia de larvas registradas en charcas con cultivos aunque un estudio detallado 
de los valores de OD luego de ocurridas las floraciones algales podría arrojar evidencia 
concluyente sobre el efecto del OD en la supervivencia larval.  
Fueron registrados superiores índices de riqueza de macrófitas en las charcas de 
referencia (SA1 y SA2). En el transcurso del estudio fue presenciado el uso de 
herbicidas como glifosato y 2,4-D los cuales una vez aplicados, en ocasiones 
intencionalmente, reducen la vegetación de áreas inundables que constituyen las 
charcas temporarias en las que los anfibios se reproducen durante la época de lluvias. 
Estas charcas tienen además los bordes sembrados. Este tipo de manejo podría 
determinar la baja riqueza de macrófitas en las charcas de los cultivos y, aunque no fue 
estudiada la cobertura vegetal, ésta resulta a simple vista sensiblemente menor en 
chacras de agroecosistemas cultivados (ver Fig. 3). A su vez, algunos autores han 
demostrado que en presencia de plantas macrófitas, el efecto y la persistencia de la 
cipermetrina sobre larvas de anfibios y copépodos se ve mitigado o reducido [102, 
154], pudiendo  explicar el mayor efecto de las aplicaciones que muestran las charcas 
de los establecimientos Los Talas y La Abundancia, las cuales se encuentran 
prácticamente desprovistas de vegetación macrófita. 
Es interesante destacar que si bien no fueron observadas mortalidades larvales 
relacionadas a las dos aplicaciones de glifosato, se evidenció una disminución de la 
abundancia, medida 5 días después de la aplicación. Una posible explicación radica en 
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que la perdida de movimiento (observada en larvas de los limnocorrales durante las 
aplicaciones) podría conducir secundariamente a la muerte. Ha sido demostrado que 
una pérdida de la natación reduce el tiempo dedicado a la búsqueda de alimento y que 
los individuos afectados son predados con mayor facilidad [74, 155, 156]. 
Alternativamente puede esperarse que la persistencia de la toxicidad de los 
componentes que conforman los formulados de glifosato [133] determine efectos que 
pueden ser observados tardíamente. Recientes trabajos han dado a conocer el efecto 
retrasado que pueden producir algunos plaguicidas como el endosulfán [54] asociados 
en este caso a la alta persistencia del compuesto.  
Aunque es difícil separar los efectos producidos por los plaguicidas de otros 
factores de estrés, la técnica de limnocorrales permitió explorar los mecanismos de 
impacto de los plaguicidas en condiciones reales de exposición. Esta técnica cuenta con 
una serie de ventajas que los convierten en útiles herramientas de evaluación 
ecotoxicológica [74]. La única desventaja hallada fue que luego de una semana, las 
larvas comenzaron a mostrar leves indicadores de efecto de los mecanismos de 
encierro. Tanto en charcas de cultivos como en charcas control se registraron 
movimientos lentos de escape y si bien no ocurrieron mortalidades larvales, resultó 
adecuado seguir estudiando aspectos del ciclo larval en individuos de vida libre. 
 
EVENTOS REPRODUCTIVOS 
Algunas especies de anfibios tienen mecanismos que permiten evitar sitios 
contaminados durante la reproducción [157]. Nuestros resultados indican una menor 
cantidad de puestas en las charcas de los cultivos expuestas a plaguicidas, y aunque no 
conocemos la concentración de los mismos en el momento exacto de la ovoposición, la 
menor cantidad de puestas puede estar asociada a una falta de sitios adecuados para esta 
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actividad, dada la baja riqueza y cobertura vegetal que poseen las charcas de cultivos. 
La abundancia y condición de salud de los adultos podría ser otro factor 
indudablemente relacionado a la cantidad de puestas resultantes de los eventos 
reproductivos. Este aspecto de la estructura poblacional será abordado en el Capítulo II. 
El efecto de plaguicidas sobre parámetros reproductivos de anfibios fue demostrado 
ampliamente [158, 159], por lo que es prudente esperar que la cantidad de huevos 
fecundados de una puesta esté siendo afectada por exposición a los mismos. Nuestros 
resultados indican que si bien el número de huevos fecundados es menor en las charcas 
de cultivos, esta diferencia no fue significativa. 
 
ABUNDANCIAS LARVALES 
Los análisis de abundancia reflejan distintos consideraciones que serán exploradas a 
continuación. Si bien una disminución en la tasa de eclosión demostrada como 
consecuencia a la exposición a plaguicidas [160] podría explicar una menor abundancia 
a lo largo de todo el ciclo larval, los resultados muestran que este efecto no ocurrió en 
las charcas de cultivos, por lo cual la reducción en la abundancia tiene que estar 
necesariamente asociada a las subsiguientes instancias que acontecen en el ciclo larval. 
Asimismo el bajo número de individuos que alcanzó la metamorfosis en las charcas con 
cultivos estaría relacionado por lo menos en parte, con la disminución en la abundancia 
de larvas que fue observada luego de las aplicaciones. Finalmente, el estudio sobre la 
abundancia fue consistente con los resultados sobre la supervivencia obtenidos a partir 
de los ensayos con limnocorrales, aumentando la relevancia de estos últimos como 
herramienta de análisis en campo. 
 
CRECIMIENTO Y DESARROLLO 
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Los resultados de las curvas de crecimiento indicaron que las larvas de los cultivos 
adquieren menor tamaño en las tres especies estudiadas y mayores tasas de crecimiento 
en H. pulchellus y R. fernandezae. En base a evidencia provista mayormente por 
ensayos de laboratorio, existe un consenso general acerca de la inhibición del 
crecimiento que producen diversos plaguicidas sobre larvas de anfibios [50, 56, 64, 
160]. En ello se basa la concepción de que la inhibición del crecimiento es uno de los 
indicadores más sensibles de toxicidad de plaguicidas. Pero además, es propio tener en 
cuenta que la dieta de las especies estudiadas está basada en la comunidad algal [161]. 
Por un lado ha sido comprobado que pulsos de toxicidad de insecticidas eliminan parte 
de la comunidad asociada a los consumidores primarios (zooplancton) por lo que la 
comunidad algal se ve beneficiada [138]. La comunidad algal puede verse también 
favorecida con la entrada de materia orgánica y fertilizantes a los cuerpos de agua 
asociadas a los cultivos [149] o bien verse perjudicada bajo efectos directos de diversos 
insecticidas [105]. Han sido estudiados los efectos del glifosato sobre esta comunidad y 
los resultados indican un aumento de la productividad primaria tanto en fitoplancton 
como en perifiton, y un cambio en la composición específica en favor de un mayor 
desarrollo de cianofíceas [162, 163], las cuales son un item alimenticio preponderante 
en muchas especies de anfibios [164, 165]. Sin embargo Relyea [139] ha demostrado 
que la comunidad algal no cambia bajo efectos del gflifosato y otros herbicidas. En 
resumen, la comunidad algal tiene un amplio intervalo de sensibilidad a los plaguicidas 
que pueden alterar la riqueza, la biodiversidad y la productividad primaria. No se 
realizaron como parte de este trabajo de tesis, estudios sobre la respuesta de las 
comunidades algales en relación a las aplicaciones de plaguicidas evaluados, pero una 
hipótesis ad hoc sobre la falta de alimento causante de la reducción en el crecimiento no 
debería ser desechada. 
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El tiempo en que las larvas tarden en alcanzar la metamorfosis, su relación con 
el efecto de los plaguicidas y el mecanismo de acción que produce esta relación, son 
aspectos controversiales y poco estudiados [19]. Como regla general la metamorfosis 
está regulada por la hormona tiroidea [166]. Los plaguicidas pueden causar 
(dependiendo del tipo o grupo) inhibición o incremento de la actividad tiroidea 
determinando el alargamiento o reducción del tiempo a la metamorfosis [167, 168]. 
Además, la actividad tiroidea puede estar inducida por estrés [169], con lo cual podría 
esperarse que independientemente del tipo de plaguicida, en las condiciones de 
exposición en las que se desarrollaron los estudios, las larvas completen su ciclo en 
menos tiempo. Esta suposición se basa en el conocido mecanismo de plasticidad 
fenotípica característico de larvas de anfibios, por el cual pueden acelerar su desarrollo 
y alcanzar en menor tiempo a la metamorfosis cuando se encuentran en ambientes 
desfavorables [104, 170]. Si esto ocurre, las larvas llegan a la metamorfosis, en general, 
con tamaños y pesos por debajo de los estándares de salud, que a su vez podrían 
disminuir el rendimiento terrestre [171]. Los resultados obtenidos en este trabajo son 
concordantes con la última hipótesis mencioada, mostrando que las larvas que alcanzan 
la metamorfosis en menor tiempo lo hacen con tamaños menores. Estos cortos ciclos 
larvales se produjeron en las charcas con cultivos que recibieron contaminación por 
plaguicidas.  
El tamaño y el tiempo a la metamorfosis también se encuentran en estrecha 
relación con la temperatura, el pH y la calidad del alimento [161, 172 - 174]. Teniendo 
en cuenta que los valores de temperatura y pH son similares en charcas con cultivo y 
controles, no serían estos los factores que determinan las diferencias halladas. Como ya 
ha sido mencionado, un estudio apropiado de la comunidad algal y las exposiciones a 
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agroquímicos podría aportar evidencia sobre la disponibilidad del alimento y su 
interacción con los plaguicidas. 
 
ANORMALIDADES LARVALES 
Las anormalidades en el desarrollo ocurren de manera natural en todos los seres vivos. 
En larvas de anfibios el nivel basal de ocurrencia natural se encuentra por debajo del 5 
% de la población [175]. Una plétora de estudios conducidos en laboratorio han 
demostrado que los plaguicidas pueden ocasionar alteraciones en el desarrollo y causar 
malformaciones en larvas de anfibios [64, 176 - 178]. Adicionalmente, como fue 
oportunamente realizado en el caso de la abundancia, tamaño y tiempo a la 
metamorfosis; es preciso analizar la etiología de este efecto en un contexto de múltiples 
factores. Numerosos causantes de anormalidades han sido propuestos en adición al 
efecto de agroquímicos, entre ellos se encuentran enfermedades parasitarias y radiación 
UV [176]. Los resultados indican que las prevalencias de anormalidades encontradas en 
ojos, eje axial y miembros de larvas son mayores en charcas con cultivos. Sin embargo, 
las prevalencias en larvas de sitios sin cultivos exceden los niveles basales propuestos. 
En este contexto resulta adecuado considerar la existencia de distintos factores, además 
de los plaguicidas, que actúan promoviendo el desarrollo de anormalidades. En el 
Capítulo II se desarrollará una discusión más amplia sobre este tópico. 
 
Si bien resulta necesario realizar estudios en un contexto de múltiples factores 
causantes de los efectos en larvas aquí evidenciados, la reducción de la supervivencia y 
el movimiento, así como también el descenso de la abundancia larval, pueden 
correlacionarse de manera directa con la aplicación y detección de plaguicidas en las 
charcas evaluadas. Adicionalmente el efecto determinado sobre el tiempo y tamaño a la 
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metamorfosis y sobre el desarrollo de anormalidades podrían generar impactos 
negativos en la viabilidad a largo plazo de las poblaciones de H. pulchellus, L. latrans y 
R fernandezae. Es apropiado tener en cuenta que estos efectos en combinación con otros 
agentes de estrés, como la reducción y fragmentación del hábitat (que ocurren en los 
agroecosistemas del noreste de la provincia de Buenos Aires) podrían estar aumentando 
el efecto directo de los plaguicidas y causando extinciones locales. 
El presente estudio aporta evidencia sobre el impacto del uso de plaguicidas 
sobre la fauna nativa de anfibios que habitan agroecosistemas de la Región Pampeana 
argentina y representa una de las primeras investigaciones realizadas en el país bajo 
condiciones de campo. Además de las exposiciones puntuales que se dan por aplicación 
directa, las larvas de anfibios están sometidas a una exposición de tipo crónica 
determinada por la corta duración de los períodos larvales (máximo 70 días) y la 
presencia de insecticidas en los sedimentos sin aplicaciones previas registradas. En este 
contexto se destaca la relevancia del monitoreo de efectos subletales en campo, en 
particular sobre poblaciones nativas habitantes de agroecosistemas de la Región 
Pampena. 
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INTRODUCCIÓN 
La retracción distribucional y la declinación de especies de anfibios en todo el mundo 
resulta un hecho bien conocido y generalmente interpretado como resultado de los 
impactos de acciones antrópicas en ambientes acuáticos y los efectos biológicos 
adversos asociados [85]. Las modificaciones ligadas a la agricultura fueron 
tradicionalmente sugeridas como causas y numerosos trabajos de recopilación proponen 
que la contaminación por agroquímicos es uno de los principales factores que 
ocasionan la mencionada declinación [19, 38]. 
Si bien en los últimos años se ha incrementado el número de estudios 
focalizados en el efecto de plaguicidas sobre anfibios [106], la estimación de 
parámetros poblacionales ha merecido menor atención en la ecotoxicología de esta 
clase de vertebrados [179] y son escasas las evidencias referentes a la relación existente 
entre la contaminación por agroquímicos y el efecto adverso sobre poblaciones que 
habitan ambientes agrícolas [112]. La exigua información disponible se relaciona con la 
complejidad metodológica que dificulta probar hipótesis relativas al efecto de 
plaguicidas sobre los atributos o parámetros poblacionales. La mayoría de los estudios 
se focalizaron preferentemente en estadios larvales dado que las rutas de exposición en 
el medio acuático permiten una simple, robusta y rápida evaluación de los efectos, 
particularmente teniendo en cuenta que las larvas tienen piel permeable y que no 
puedan movilizarse entre cuerpos de agua [27]. En contraposición, pocos estudios han 
sido conducidos con individuos adultos o juveniles en condiciones de campo, dado que 
en este caso es difícil establecer con certeza si el animal ha estado expuesto y cuál fue 
la ruta de exposición, haciendo difusa la determinación causal efecto-exposición [75, 
84]. En individuos adultos se desarrollaron investigaciones sobre residuos de 
plaguicidas en tejidos [33], inhibición de actividad enzimática [78], evitación de sitios 
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contaminados para la reproducción y reducción de la supervivencia [139, 157]. Resulta 
aún más escasa la información sobre los efectos transgeneracionales que pueda 
ocasionar la exposición larval en rasgos de los adultos o cómo esto puede afectar a la 
estructura poblacional [80, 81]. 
Las medidas del cuerpo de un individuo son importantes características 
demográficas [180]. El tamaño y peso pueden influenciar otras características tales 
como tasas metabólicas, tasas de crecimiento y locomoción y determinar atributos 
poblacionales como la abundancia o la densidad [181]. La relación existente entre el 
tamaño y peso de los individuos en una población se expresa como un índice de 
condición corporal que puede proveer un muy sensible indicador de estrés ambiental 
para muchas especies y contextos [182]. 
El término anormalidad refiere a cualquier desviación del intervalo normal de 
variación morfológica [176] que ocurre en la mayoría de los animales, como una 
pérdida de simetría o un desbalance en estructuras, colores u otros atributos 
morfológicos [183]. En los anfibios, un pequeño número de anormalidades inducidas 
por mutaciones, errores del desarrollo o daños por predación ocurren naturalmente por 
debajo del nivel basal de 5 % de la población [175]. Numerosos factores fueron 
propuestos como causantes de altas prevalencias de anormalidades en poblaciones 
naturales, los cuales están vinculados con infecciones parasitarias, exposición a 
radiación UV-b, deficiencias nutricionales, daños por predación, temperaturas extremas 
y contaminación química, incluidos los plaguicidas empleados en prácticas agrícolas 
[176]. Distintos autores dieron a conocer la existencia de altas prevalencias de 
anormalidades que afectan a poblaciones de anfibios de Estados Unidos de 
Norteamérica y Europa [14, 184 - 186], las cuales fueron extensamente estudiadas. En 
Sudamérica es un tema escasamente abordado y los pocos estudios existentes en 
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Argentina corresponden a registros aislados [187 - 188], o descripciones de 
anormalidades en distintas especies [189]. Pocos estudios han cuantificado el tipo y 
frecuencia de anormalidades a nivel poblacional referidas al uso del suelo en que las 
poblaciones se desarrollan [78] y no han sido publicados estudios de anormalidades en 
distintos estadios de vida a nivel de poblaciones habitantes de agroecosistemas. 
En capítulos precedentes se realizó un estudio sobre la exposición a plaguicidas 
en condiciones reales a campo, llevado a cabo desde el enfoque de la ecotoxicología 
organísmica, que tiene como objetivo estudiar los contaminantes de la biosfera y su 
efecto sobre los organismos a nivel individual [91]. Los resultados advierten 
disminución de la supervivencia y efectos en el movimiento producidos por las 
aplicaciones de plaguicidas. Además, se ha detectado que en charcas de 
agroecosistemas que recibieron pulsos de contaminación, las abundancias larvales se 
ven disminuidas y aquellos pocos individuos que alcanzaron la metamorfosis lo 
hicieron con tamaños pequeños producto de una inhibición del crecimiento ocurrida 
durante el transcurso del ciclo larval. Continuando con el marco conceptual que precede 
a esta tesis doctoral, se propone como objetivo del presente capítulo estimar densidades 
poblacionales en adultos de Hypsiboas pulchellus, Rhinella fernandezae y 
Leptodactylus latrans, incluyendo un seguimiento de anormalidades e índices de 
condición corporal en juveniles y adultos. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
ÁREA DE ESTUDIO 
Para el seguimiento de las poblaciones se seleccionaron dos agroecosistemas en cuyos 
cuerpos de agua también se evaluó el efecto de aplicaciones y se realizó el estudio de 
los ciclos larvales (Capítulo I). El primer agroecosistema corresponde al establecimiento 
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Los Talas (LT) y el segundo corresponde al establecimiento Santa Ana (SA) 
considerado como sitio de referencia, distantes 40 Km entre sí, asegurando con ello que 
las poblaciones estudiadas sean independientes. El estudio de los individuos juveniles se 
llevó a cabo en los mismos agroecosistemas que fueron contemplados en el Capítulo I e 
incluye a los siguientes sitios cultivados: establecimiento Los Talas (LT), 
establecimiento Remes (RM), establecimiento La Abundancia (LA) y por último el 
mencionado sitio de referencia Santa Ana (SA). Una mejor descripción de los mismos y 
su ubicación fueron dadas en el Capítulo I y se verán ampliadas en el Capítulo III.  
 
RELEVAMIENTO DE ANFIBIOS 
Las especies seleccionadas son las mismas que fueron utilizadas para la evaluación de 
los efectos de plaguicidas sobre larvas, que si bien pueden ocupar distintos micro-
hábitats o profundidades dentro de la columna de agua, tienen durante el estadio larval, 
hábitos completamente acuáticos y se alimentan de microorganismos algales [190, 
191]. Por el contrario, los adultos tienen distintos hábitos y los nichos tróficos son 
marcadamente diferentes; ambas características representan distintos escenarios de 
exposición. Rhinella fernandezae es un sapo de la familia Bufonidae, tiene hábitos 
terrestres y se alimenta fundamentalmente de formícidos [192]. Leptodactylus latrans 
es una rana perteneciente a la familia Leptodactylidae, tiene hábitos semi-acuáticos y se 
alimenta mayormente de coleópteros y arácnidos e Hypsiboas pulchellus pertenece a la 
familia de ranas Hylidae, tiene hábitos trepadores y se alimenta en general de dípteros y 
colémbolos [193]. 
Los monitoreos de adultos fueron llevados a cabo durante una temporada 
reproductiva, desde septiembre de 2009 hasta abril de 2010. En cada cuerpo de agua se 
realizaron 3 transectas independientes (50 x 2 m) y los individuos fueron colectados por 
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encuentros visuales [122]. Cada ejemplar fue colocado en una bolsa plástica 
descartable, y devuelto al mismo sitio donde fue colectado luego de efectuarse el 
marcado y las mediciones (peso y tamaño). Las marcas individuales fueron realizadas 
con técnicas de remoción de falanges (toe-clipping) siguiendo la combinación de 
código único propuesta por Donelly [194].  
La técnica de marcado empleada es mencionada como una técnica invasiva que 
puede perjudicar a los individuos en los cuales es aplicada [195]. Por ello, antes de 
iniciados los muestreos se realizaron pruebas extrayendo falanges de ejemplares 
correspondientes a las especies estudiadas para evaluar el efecto de este tratamiento. 
Luego de efectuadas las remociones en distintas combinaciones, los individuos fueron 
mantenidos en laboratorio y se realizó un seguimiento de los mismos durante los días 
posteriores. No se registraron mortalidades, ni tampoco infecciones en los miembros. 
Lo propio fue realizado en condiciones de campo, pero esta vez se efectuó la captura de 
individuos vocalizando, luego de la remoción de falanges fueron devueltos al sitio de 
vocalización e inmediatamente todos los individuos siguieron con su actividad. El 
estudio de los parámetros poblacionales fue realizado sólo sobre individuos adultos 
puesto que la técnica de marcado utilizada no resultó apropiada para juveniles, dado el 
escaso tamaño de los mismos y la imposibilidad de manipulación. 
Para realizar el estudio en los estadios juveniles pertenecientes a las tres especies 
mencionadas, se llevaron a cabo muestreos cuando culminaron los ciclos larvales 
estudiados en el capítulo anterior (Tabla 14). Se colectaron 50 individuos por charca 
correspondientes a cada ciclo. Cabe destacar que cada ciclo ocurrido bajo exposición 
fue comparado con aquellos que sucedieron en las charcas control. Los ciclos que 
ocurrieron con exposición a endosulfán o clorpirifós no alcanzaron a completarse y 
fueron extraídos de este análisis. 
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LT: establecimiento Los Talas. RM: establecimiento Remes. LA: establecimiento La Abundancia. CY: 
cipermetrina. GLY: glifosato.  
 
El peso de todos los individuos (juveniles y adultos) fue tomado con una balanza 
digital Ohaus ScoutPro 400 (0,01 g de precisión) y el tamaño del cada individuo, 
expresado como la longitud hocico-cloaca (LHC), fue medido con un calibre digital 
Svhwys (0,01 mm de precisión). Las anormalidades fueron diagnosticadas siguiendo la 
clasificación propuesta por Meteyer [196]. En el caso de los individuos juveniles fueron 
evaluadas con una lupa Leica ES2.  
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
La abundancia fue estudiada en poblaciones de tipo cerrado. Para evaluar el cierre de las 
poblaciones se utilizaron las pruebas de Otis y Burham & Stanley [197] del programa 
CloseTest. Posteriormente, las abundancias se calcularon mediante el programa MARK 
[198, 199] y se extrapolaron a la superficie de cada sitio evaluado (LT y SA) para 
obtener los valores de densidad. Además, fueron evaluados los potenciales efectos sobre 
la heterogeneidad individual, la respuesta conductual a la captura y el tiempo 
relacionado con las variaciones en las probabilidades de captura con el Programa Mark 
[197, 200]. Para este fin, se llevaron a cabo distintos modelos de captura-recaptura: M0 
Tabla 14: Ciclos larvales y plaguicidas a los cuales estuvieron expuestos las poblaciones 
estudiadas en el Capítulo I. Cuando llegaron a su culminación se estudiaron los individuos 
juveniles.  
Sitio Evento de exposición Charca Número de ciclo  Especie 
LT CY-GLY 4 
1 
2 
Hypsiboas pulchellus 
Leptodactylus latrans 
LT GLY 4 3 Hypsiboas pulchellus 
LT GLY 2 4 Hypsiboas pulchellus 
RM CY-GLY 2 5 Rhinella fernandezae 
RM CY-GLY 2 6 Hypsiboas pulchellus 
LA CY-GLY 2 7 Rhinella fernandezae 
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(probabilidad de captura constante), MT (probabilidad de captura afectada por el 
tiempo), MB (probabilidad de captura con respuesta de comportamiento), MH 
(probabilidad de captura con heterogeneidad entre individuos), Mtb (probabilidad de 
captura afectada por el tiempo y la respuesta conductual), MTH (probabilidad de 
captura afectada por el tiempo y con la heterogeneidad entre individuos), mbH 
(probabilidad de captura afectada por la respuesta conductual y con la heterogeneidad 
entre los individuos), y Mtbh (probabilidad de captura afectada por el tiempo, la 
respuesta conductual y la heterogeneidad entre los individuos). La heterogeneidad fue 
modelada con un modelo de mezcla finito [201] (Pledger 2000) y con dos grupos de 
animales: anormales y normales. El criterio de selección de Akaike (AIC) fue utilizado 
para reconocer el modelo más adecuado para cada conjunto de datos.  
El índice de condición corporal (ICC) fue calculado para los individuos juveniles 
y adultos de las tres especies estudiadas. Las diferencias en el ICC de juveniles entre las 
charcas ubicadas en sitios cultivados (LT, RM y LA) y en el sitio de referencia (SA) 
fueron analizadas mediante un modelo lineal general mixto (MLGrM) con distribución 
de error normal [126]. La especie (H pulchellus, R. fernandezae y L. latrans), el número 
de ciclo (1-7) y el tipo de agroecosistema (cultivado y de referencia) fueron 
considerados como efectos fijos y cada charca como efecto aleatorio. Para el caso de 
ICC en adultos se implementó un MLGrM con distribución de error normal [126], 
considerando en este caso la especie (H pulchellus, R. fernandezae y L. latrans), el sexo 
(hembra y macho), y el tipo de agroecosistema (cultivado y de referencia) como efectos 
fijos. La ocasión de muestreo fue considerada como efecto aleatorio. 
Las anormalidades para cada especie estudiada y en cada clase de edad fueron 
expresadas como prevalencias, las cuales se calcularon como la relación entre el número 
de individuos anormales/ el total de individuos muestreados y fueron expresadas 
POBLACIONES DE ANFIBIOS EN AGROECOSISTEMAS. JUVENILES Y ADULTOS 
 
67 
 
porcentualmente. Los análisis estadísticos fueron realizados sin tener en cuenta el tipo 
de anormalidad. Para explorar diferencias en las prevalencias de anormalidades 
registradas en juveniles de sitios cultivados y el sitio de referencia se realizó un test de t 
pareado para cada especie. Fueron considerados como pares los ciclos larvales 
estudiados. Para verificar las diferencias en las prevalencias de anormalidades entre 
poblaciones de anfibios adultos del sitio cultivado (LT) y el sitio de referencia (SA), se 
empleó un test de t pareado para cada especie. En este caso se consideró a la ocasión de 
muestreo como factor de repetición. Fueron corroborados los supuestos estadísticos para 
cada análisis. 
De modo general, en los análisis en que se implementaron MLGrM se utilizó el 
procedimiento de selección backward, por medio del cual se removieron los términos 
no significativos de cada modelo uno por uno, en orden decreciente de nivel de 
interacción y en orden decreciente de p en el caso de tratarse del mismo nivel [127]. 
Fueron evaluadas las significancias de los efectos aleatorios con un test de razón de 
verosimilitud (likelihood-ratio) [126,127]. 
Los análisis estadísticos fueron realizados empleando el programa R, Versión 
2.15.1 (R Development Core Team 2012) y el paquete adicional nlme [128]. 
 
RESULTADOS 
ESTUDIO POBLACIONAL 
Las densidades poblacionales fueron superiores en todas las especies estudiadas 
pertenecientes al establecimiento Santa Ana, considerado como sitio de referencia 
(Tabla 15). Para el caso de R. fernandezae y L. latrans se registró un único pulso 
reproductivo durante octubre-noviembre y setiembre-octubre-noviembre, 
respectivamente. En el caso de H. pulchellus se registraron dos pulsos reproductivos en 
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ambos sitios de estudio, el primero ocurrió durante los meses de setiembre a noviembre, 
mientras que el segundo se registró entre febrero y abril de 2012.  
Las probabilidades de captura (c) y recaptura (p) separadas por estratos 
(individuos normales vs anormales) sólo pudieron ser calculadas para R. fernandezae y 
los valores de las mismas son c = 0,360 (±0,05) y p = 0,069 (±0,02) para individuos 
normales y c = 0,361 (±0,06) y p = 0,039 (±0,02) para individuos que presentaron 
anormalidades. No se observaron diferencias significativas en las probabilidades de 
captura y recaptura (p = 0,0002; p = 0,01 respectivamente) entre los individuos que 
presentaron o no presentaron anormalidades.  
LT: establecimiento Los Talas. SA: establecimiento Santa Ana. Rf: Rhinella fernandezae. Ll: 
Leptodactylus latrans. Hp1: Hypsiboas pulchellus primer ciclo. Hp2: Hypsiboas pulchellus segundo 
ciclo. 
 
ÍNDICE DE CONDICIÓN CORPORAL 
Los resultados para la clase etaria de juveniles indican que existen diferencias 
significativas entre los individuos que cumplieron su ciclo en las charcas de los cultivos 
y el sitio control. Los ICC no difirieron entre especies y tampoco entre los ciclos 
estudiados, siendo el único factor determinante el tipo de agroecosistema en que se 
enclavan las chacras donde se desarrollan las larvas (Tabla 16). En la Figura 9 se 
representan los valores estimados y sus desvíos correspondientes al ICC de  juveniles de 
las tres especies estudiadas para cada tipo de agroecosistema. Nótese que la variación 
aportada por los ciclos estudiados y el número de charca no fue significativa, por lo cual 
se representaron conjuntamente los ICC de los sitios cultivados. 
Tabla 15: Densidades poblacionales en adultos de las tres especies evaluadas dos 
agroecosistemas.  
 Rf Ll Hp1 Hp2 
LT 101(±12) ind/ha 19 (±4) ind/ha 39 (±2) ind/ha 40 (±3) ind/ha 
SA 135(±17) ind/ha 34 (±2) ind/ha 110 (±10) ind/ha 152 (±30) ind/ha 
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Tabla 16: Modelo lineal general mixto para ICC de juveniles de las tres especies estudiadas en 
los distintos tipos de agroecosistemas. 
Efectos F-test P 
Fijos   
 Intercepto F 1,976 = 204,23 < 0,001 
 Especie F 2,974 = 2,12 = 0,12 
 Número de ciclo F 5,971 = 0,84 = 0,52 
 Tipo de agroecosistema F 1,976 = 25,26 < 0,001 
Aleatorios Varianza-SD ( ) TRV 
 Número de Charca 15,33 (0,027)   1  2,4, p  0,12 
 Residual 8,34 (1.41)-  
TRV: Test de razón de verosimilitud 
 
 SCs
 SA
Hp Ll Rf
Especie
0,06
0,07
0,08
0,09
0,10
0,11
0,12
0,13
IC
C
 (
In
d
ic
e 
d
e 
C
on
d
ic
ió
n
 C
or
p
or
al
)
 
Figura 9: Índices de condición corporal para juveniles de las tres especies estudiadas. Hp: Hypsiboas 
pulchellus, Ll: Leptodactylus latrans, Rf: Rhinella fernandezae. SCs: sitios cultivados (incluyen a los 
establecimientos Los Talas, La Abundancia y Remes. SA: establecimiento Santa Ana (sitio de 
referencia). 
 
 
Para el caso de los individuos adultos, los resultados indican que el sexo, la 
especie y el tipo de agroecosistema determinan el ICC (Tabla 17). La prueba de Tukey a 
posteriori mostró que los ICC correspondientes al sitio cultivado son significativamente 
inferiores (p < 0,05) en hembras de las tres especies estudiadas, mientras que en el caso 
de los machos sólo se encontraron diferencias significativas para L. latrans (Fig. 10 y 
11).  
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Tabla 17: Modelo lineal general mixto para el ICC de adultos de las tres especies estudiadas en 
los distintos tipos de agroecosistemas.. 
Efectos F-test P 
Fijos   
 Intercepto F 1,342 = 20,10 < 0,001 
 Especie F 2,341 = 0,83 = 0,004 
 Sexo F 5,337 = 0,14 = 0,02 
 Tipo de agroecosistema F 1,342 = 15,49 < 0,001 
Aleatorios Varianza-SD ( ) TRV 
 Ocasión de muestreo 12,32 (0,13)   1  0,73, p  0,39 
 Residual 3.38 (0.61)  
TRV: Test de razón de verosimilitud 
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Figura 10: Índices de condición corporal para hembras adultas de las tres especies estudiadas. Hp: 
Hypsiboas pulchellus, Ll: Leptodactylus latrans, Rf: Rhinella fernandezae. LT: establecimientos Los 
Talas. SA: establecimiento Santa Ana. 
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Figura 11: Índices de condición corporal para machos adultos de las tres especies estudiadas. Hp: 
Hypsiboas pulchellus, Ll: Leptodactylus latrans, Rf: Rhinella fernandezae. LT: establecimientos Los 
Talas. SA: establecimiento Santa Ana. 
 
ANORMALIDADES 
Las anormalidades halladas en juveniles se muestran en la Figura 12 y fueron en orden 
decreciente de aparición escoliosis, ectrodactilia, ectromelia, hemimelia, braquidactilia, 
amelia, despigmentación y ojos malformados (descoloración y ausencia). Los resultados 
indican que las prevalencias de anormalidades fueron significativamente mayores en las 
poblaciones correspondientes a los sitios cultivados (LR, RM y LA) para las especies H. 
pulchellus (t = 1,87; df = 15; p = 0,04), R. fernandezae (t = 2,44; df = 8; p = 0,02) y 
Leptodactylus latrans (t = 2,71; df = 5; p = 0,02). Los valores de las prevalencias 
expresadas porcentualmente se muestran en la Figura 13. 
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Figura 12: Anormalidades en juveniles. A-E: Leptodactylus latrans. A: miembro posterior normal. B-C: 
ectrodactilia. D: ectromelia. E: braquidactilia. F-G: Hypsiboas pulchellus. F: miembro posterior normal. 
G: braquidactilia. H-I: Rhinella fernandezae. H: individuo normal. I: amelia. J: braquidactilia. K: 
ectrodactilia.  
 
 
 
Figura 13: Prevalencias de anormalidades en juveniles de las tres especies estudiadas. Hp: Hypsiboas 
pulchellus. Rf: Rhinella fernandezae. Ll: Leptodactylus latrans. 
 
 
Las anormalidades registradas en adultos fueron en orden decreciente de 
aparición ectrodactilia, ectromelia, braquidactilia, despigmentación, hemimelia, amelia, 
escoliosis, microcefalia y ojos malformados (Fig. 14). Los resultados muestran que las 
prevalencias de anormalidades son superiores en poblaciones de R. fernandezae (t = 
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2,48; df = 25; p = 0,01) y Leptodactylus latrans (t = 4,71; df = 21; p < 0,05) 
pertenecientes al sitio cultivado LT, mientras que estas diferencias no fueron 
significativas en el caso de H. pulchellus (t = 1,45; df = 29; p = 0,08) (Fig. 15). En la 
Tabla 18 se detallan los tipos de malformaciones por especie y clase etaria, de la cual se 
desprende que los mismos tipos de anormalidades fueron registradas en poblaciones 
pertenecientes al sitio cultivado y al sitio de referencia y que las prevalencias de los 
tipos difieren respecto de la clase etaria. 
Figure 14: Anormalidades detectadas en adultos. A: braquidactilia + ectrodactilia B: hemimelia. C: 
braquidactilia + ectrodactilia. D: braquidactilia. E: ojos malformados. F: amelia + escoliosis. Las fechas 
indican la posición de la anormalidad. 
 
 
 
Figura 15: Prevalencias de anormalidades en juveniles de las tres especies estudiadas. Hp: Hypsiboas 
pulchellus. Rf: Rhinella fernandezae. Ll: Leptodactylus latrans.  
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Tabla 18: Prevalencias de cada tipo de anormalidad en las distintas edades de las tres especies 
estudiadas considerando ambos sitios de estudio. 
 ESC ECD ECM HEM BRA AM DESP O M MICC 
Hypsiboas pulchellus 
Juvenil 3,93 2,76 1,97 1,80 1,43 1.02 0,15 0,13 - 
Adulto 2,43 - - - - - 1,02 0,18 - 
Rhinella fernandezae 
Juvenil 3,74 3,12 2,48 1,87 1,93 1,19 0,39 0,09 - 
Adulto 0,12 2,32 3,01 2,17 2,15 2,43 1,65 0,21 0,12 
Leptodactylus latrans 
Juvenil 3,60 3,25 2.71 2,21 1,17 0,13 1,33 0,18 0,08 
Adulto 0,09 2,97 2,13 1,98 2,67 1,44 1,59 0,24 - 
ESC: escoliosis. ECD: ectrodactilia. ECM: ectromelia. HEM: hemimelia. BRA: braquidactilia. AM: 
Amelia. DESP: despigmentación. OM: ojos malformados. MICC: microcefalia. Los valores están 
expresados en porcentajes (%). 
 
DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
Los efectos de plaguicidas sobre la dinámica y estructura de poblaciones de anfibios han 
sido poco estudiados fundamentalmente porque es difícil establecer la relación causa-
efecto [112]. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las poblaciones de R. 
fernandezae, L. latrans e H. pulchellus en el sitio cultivado son menos densas. Si bien 
estos resultados no pueden ser atribuidos únicamente al efecto de plaguicidas, las 
mortalidades larvales y las bajas abundancias de individuos que alcanzaron la 
metamorfosis en sitios cultivados (Capítulo I) permiten inferir que los efectos 
producidos por plaguicidas están contribuyendo a la modificación de la estructura de las 
poblaciones adultas de anfibios, pudiendo alterar de este modo la viabilidad poblacional 
[80, 81]. Los resultados obtenidos en el Capítulo I sobre la menor cantidad de eventos 
reproductivos y puestas que ocurren en los sitios cultivados podrían estar relacionados a 
las poblaciones empobrecidas que habitan este tipo de agroecosistemas. 
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Relyea [111] y Brühl et al. [75] comprobaron que aplicaciones de plaguicidas 
generaron mortalidad de individuos adultos y juveniles que habitan ambientes terrestres. 
Aunque en el presente trabajo de tesis no ha sido estudiada la respuesta de estas clases 
etarias a las aplicaciones de plaguicidas, los efectos de esta vía de exposición deberían 
ser considerados en adición a los que sufren los estadios larvales. 
Dado el extenso trabajo que supone la utilización de técnicas de marcado-
recaptura, este estudio se realizó sólo en dos agroecosistemas representativos de la 
región. Los estudios a nivel poblacional que aquí se desarrollan aportan información a 
pequeña escala, pero dada la extensa distribución que presentan las especies 
consideradas [13], un estudio a nivel metapoblacional proveerá información adicional 
referente al estado de las especies, en relación al extenso ambiente alterado en que se 
distribuyen.  
Los índices de condición corporal mostraron la misma tendencia tanto en 
juveniles como en adultos de las tres especies estudiadas, los individuos tienen menor 
relación peso/ longitud del cuerpo en los sitios cultivados. En el caso de los juveniles, 
los análisis no mostraron una diferencia entre los ciclos evaluados, los cuales se 
desarrollaron bajo distintos eventos de aplicación y por lo tanto un valor menor de estos 
índices no puede ser atribuido a la exposición a un tipo particular de plaguicida. Cabe 
destacar además que individuos juveniles que cumplieron su ciclo larval bajo las 
aplicaciones de glifosato y de la mezcla cipermetrina-glifosato tuvieron índices de 
condición corporal menores aun cuando estas aplicaciones no habían producido efectos 
sobre la mortalidad y la reducción en el movimiento larval. Sin embargo los resultados 
de las determinaciones de insecticidas expresados en el Capítulo I indican que los 
mismos están presentes aún sin aplicaciones previas inmediatas, por lo tanto es 
apropiado tener en cuenta que la exposición a bajas concentraciones de plaguicidas está 
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ocurriendo independientemente de los pulsos de aplicación evaluados. Estas bajas 
concentraciones pueden estar generando, al menos en parte, efectos subletales sobre el 
crecimiento larval lo cual se ve reflejado en los índices de condición corporal de los 
juveniles.  
En virtud de los resultados derivados del estudio a nivel poblacional, podría 
esperarse que ante una menor densidad de individuos, disminuya la competencia y 
aquellos sobrevivientes se beneficien de los mayores recursos disponibles, alcanzando 
tasas de crecimiento más elevadas o tamaños y pesos superiores. Sin embargo, nuestros 
resultados indican que los valores de los índices son inferiores en el sitio cultivado, 
pudiendo estar relacionado a una menor disponibilidad de alimento y al deterioro de 
condiciones de salud dadas por las reiteradas aplicaciones de plaguicidas. Es 
ampliamente conocido que los insecticidas aplicados no sólo afectan a las especies 
blanco sino a todo la fauna constituyente del agroecosistema (fundamentalmente 
animales ectotermos) [93, 97, 99, 100, 139, 202]. Un efecto sobre las comunidades de 
artrópodos, anélidos y moluscos puede ocasionar una disminución en la oferta 
alimentaria de las tres especies estudiadas, así como también puede proporcionar una 
vía de exposición a plaguicidas adicional a la aplicación directa. A su vez, la exposición 
directa a plaguicidas puede repercutir sobre la salud de los anfibios y en este contexto 
fueron demostrados efectos de inmunosupresión ocasionada por exposiciones subletales 
[203, 204] y descensos en los niveles de actividad enzimática [48, 109, 205, 206], los 
cuales pueden propiciar el deterioro de las poblaciones a través de un aumento de la 
vulnerabilidad a patógenos y enfermedades en general [207]. 
Los mismos tipos de anormalidades fueron registrados en poblaciones de sitios 
cultivados y de referencia por lo que no podemos atribuir ningún tipo particular a la 
acción de plaguicidas, como ha sido mencionado por algunos autores [56, 64, 160, 178]. 
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En juveniles se reconocieron ocho tipos de anormalidades, que también estuvieron 
representados en adultos, en los que además se registró microcefalia. Aunque no fueron 
realizados análisis estadísticos para comparar diferencias en las prevalencias de los 
distintos tipos de anormalidades entre juveniles y adultos, la observación de los datos 
surgiere que los tipos más representados en adultos son distintos a los que se encuentran 
mejor representados en juveniles. Los tipos más frecuentes en juveniles fueron la 
escoliosis y aquellas anormalidades que se localizan en los miembros (ectromelia, 
ectrodactilia y braquidactilia). Sin embargo en adultos de R. fernandezae y L. latrans la 
escoliosis tiene una baja prevalencia mientras que las anormalidades en miembros no 
fueron registradas en adultos de H. pulchellus. Estos resultados pueden ser interpretados 
teniendo en cuenta la biología e historia natural de las especies en cuestión. R. 
fernandezae y L. latrans son especies caminadoras [12] por lo que una asimetría y 
dislocación en la cadera afecta a esta actividad. Así mismo, H. pulchellus es una especie 
trepadora que depende de estos hábitos para alimentarse y refugiarse [12], por lo tanto 
un problema en las porciones distales de los miembros o la ausencia de los mismos, 
impediría llevar a cabo estos hábitos. Las anormalidades representan fallas o errores en 
los estadios primarios de desarrollo y el hecho de que puedan ser observadas en adultos, 
indica que no fueron letales durante los estadios larvales y juveniles [208]. Esta 
contextualización podría estar explicando los datos obtenidos en las tres especies 
estudiadas. Los resultados evidenciaron que las anormalidades registradas en adultos 
son aquellas que se preservan y no son letales en estadios juveniles, ¿pero cuáles son las 
verdaderas prevalencias a nivel poblacional? Un estudio focalizado en estadios larvales, 
juveniles y adultos (como el contemplado en esta tesis) resultó un enfoque adecuado 
para categorizar los distintos tipos de anormalidades, sus prevalencias y la relación con 
las distintas clases etarias de una población. 
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Fue ampliamente demostrado que la exposición a concentraciones subletales de 
plaguicidas en condiciones controladas de laboratorio produce anormalidades en larvas 
de anfibios [56, 64, 160, 176, 178, 209]. A su vez fueron publicados trabajos sobre altas 
prevalencias de anfibios anormales asociados a ambientes agrícolas [14, 18, 185, 210], 
pero la relación con la exposición a plaguicidas como la causa de las mismas permanece 
incierta [85]. Las altas prevalencias de anormalidades en juveniles del sitio cultivado 
pueden estar relacionadas a la exposición que ocurrió durante el ciclo larval (Capítulo 
I). Como fue mencionado previamente se registraron mayores prevalencias en 
poblaciones de cultivos que en aquellas que se desarrollan en el sitio de referencia (sin 
cultivos y sin acción directa de plaguicidas), pero los valores de estas últimas exceden el 
nivel basal de anormalidades informado como un proceso natural [175]. Resulta 
necesario suponer que causas adicionales o factores de estrés, además de la exposición a 
plaguicidas, están ocasionando el fenómeno. En este sentido, fueron propuestos 
distintos factores causantes de anormalidades en anfibios [176]. Los más difundidos y 
estudiados son probablemente la infección parasitaria por el trematode Ribeiroia [211], 
los daños por predación [212] y la radiación UV-b [213]. Todos estos factores 
incrementan sus efectos en combinación con la presencia de plaguicidas y fertilizantes 
[151, 204, 213 – 215], por lo cual un estudio sobre la fauna parasitaria y predadora de 
las poblaciones estudiadas podría aportar valiosa información a los resultados obtenidos 
en este trabajo. 
Se considera que los anfibios son altamente filopátricos y cuando son adultos 
retornan al mismo sitio en cada período reproductivo, este sitio es muy frecuentemente 
el de nacimiento [216]. Aquí subyace la conjetura de que los anfibios adultos estudiados 
en este capítulo, atravesaron sus ciclos larvales en las mismas charcas donde se llevó a 
cabo el estudio del Capítulo I. Por lo tanto, y teniendo en cuenta los efectos que 
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ocasionaron las aplicaciones de plaguicidas en larvas, puede inferirse que el estado y 
condición de poblaciones de anfibios adultos está siendo determinado por las 
exposiciones que sufrieron en los estadios tempranos de desarrollo. Sin embargo, un 
sistema perturbado, tal como lo es un agroecosistema, con monocultivos y actividad 
sostenida en los últimos 20 años, cuenta con múltiples factores de estrés y no permite 
concluir que los plaguicidas sean el único factor inductor de los efectos sobre las 
densidades poblacionales y el estado de salud de las poblaciones (según lo expresan los 
índices de condición corporal y el desarrollo de anormalidades). Futuras investigaciones 
resultan necesarias para completar el complejo entramado de causas y efectos y poder 
comprender con mayor precisión el efecto de los plaguicidas sobre este nivel de 
organización biológica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO III 
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INTRODUCCIÓN 
Un agroecosistema se diferencia de un ecosistema natural porque necesita energía 
auxiliar que aumenta o subsidia la solar, como es el caso de los fertilizantes, 
plaguicidas, agua de riego y/o procesos dependientes de maquinaria; además de tener 
una baja diversidad apuntando a la producción de una o pocas especies que están 
sometidas a una selección artificial [217]. Aún siendo sistemas altamente perturbados, 
los agroecosistemas pueden ofrecer distintos hábitats y recursos para los anfibios y 
existen numerosos trabajos en la literatura que aportan evidencia a la distribución de 
especies en paisajes agrícolas de todo el mundo [14, 16 - 18, 57, 77, 218]. Sin embargo, 
estudios detallados sobre las comunidades alertan sobre la baja diversidad y densidad de 
especies en zonas agrícolas e indican que aunque contengan cursos de aguas, acequias y 
charcas, muchos anfibios no toleran las modificaciones provocadas por actividades 
agrícolas intensivas/extensivas y sostenidas en el tiempo [21, 22, 219]. 
Una comunidad se define, desde el punto de vista biológico, como un grupo de 
poblaciones que interactúan y se solapan en tiempo y espacio [220]. Aquellas 
comunidades en las que no pueden establecerse ni asegurarse las interacciones entre sus 
componentes son denominadas ensambles [91]. Tanto las comunidades como los 
ensambles son estudiados por la ecología de comunidades. Su principal objetivo se 
centra en caracterizar la variación en el número y tipo de especies que se hallan en 
diferentes ubicaciones y entender el rol de los procesos bióticos y abióticos responsables 
de estas diferencias [221]. Por su parte, la ecotoxicología de comunidades estudia los 
efectos de compuestos químicos sobre la abundancia, la diversidad y las interacciones 
de especies y ha adoptado algunas de las aproximaciones derivadas de la ecología de 
comunidades básica para predecir los efectos de contaminantes químicos [222]. Dada la 
posibilidad de evaluar las respuestas de numerosas especies simultáneamente, se sugiere 
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que la ecotoxicología de comunidades puede proporcionar un contexto mucho más 
amplio para la evaluación de la contaminación ambiental que el estudio de las especies 
individuales y se basa en dos supuestos: 1) la composición y estructuración de las 
comunidades (puntos finales) reflejan las condiciones locales del ambiente y las 
respuestas generadas por alteraciones antrópicas y 2) las especies difieren en su 
sensibilidad a los contaminantes antropogénicos, generando cambios en la estructura y 
funcionalidad de los sitios contaminados [91]. Sin embargo, el análisis de las 
comunidades desde el punto de vista ecotoxicológico enfrenta los mismos retos que han 
sido mencionados a lo largo de este trabajo de tesis: los resultados del efecto de 
plaguicidas en los niveles más altos de organización biológica resultan altamente 
complejos, variables y difíciles de interpretar [223]. En este sentido fueron propuestas 
algunas estrategias de implementación de monitoreos biológicos que contemplen 
adecuados puntos finales [224, 225], a su vez que involucren el complejo entramado de 
factores bióticos y abióticos capaces de estructurar a las comunidades. Además, fue 
sugerido que los estudios deben realizarse en un período prudencial que incluya a las 
posibles fluctuaciones temporales que naturalmente pueden acontecer a nivel de las 
comunidades [214]. 
Existe un gran consenso sobre el hecho de que las medidas de diversidad (o 
puntos finales en el marco de la ecotoxicología de comunidades) pueden ser usadas 
como indicadoras del buen funcionamiento de un sistema [226]. Por otra parte, el tipo 
de medida de diversidad (riqueza, abundancia e índices de diversidad dominancia y 
equitatividad) ha constituido, histórica y actualmente, un amplio tema de debate [226 -
228]. Tradicionalmente, el número de especies de un área determinada (riqueza) fue una 
medida ampliamente utilizada dado que proporciona una expresión comprensible e 
instantánea de la realidad [229]. Sin embargo fue informado que la riqueza puede 
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conducir a aproximaciones erróneas y bajo este esquema fueron desarrollados distintos 
análisis, índices y modelos, basados en la distribución de abundancia (número de 
individuos) de especies [226]. En tanto, los índices de diversidad fueron frecuentemente 
sugeridos como un avance sobre los puntos finales ya mencionados (riqueza y 
abundancia) dado que ofrecen la posibilidad de integrar estas dos medidas [228, 229]. 
Finalmente, estudios detallados sobre los factores bióticos y abióticos resultaron 
esenciales en el diseño de monitoreos que abogan por distinguir los efectos de los 
contaminantes de aquellos producidos por la variación natural de las comunidades y los 
ensambles [91]. 
En los capítulos precedentes fue provista información sobre el efecto de 
plaguicidas a nivel individual a partir de ensayos de laboratorio y fueron comprobados 
los efectos sobre larvas de anfibios en escenarios de exposición a campo (Capítulo I), 
los cuales estarían influenciando, al menos en parte, la estructura de las poblaciones 
(Capítulo II). Se propone como objetivo del presente capítulo realizar un estudio a nivel 
de los ensambles de anfibios habitantes de nueve sitios que representan agroecosistemas 
con distinto uso del suelo, ubicados en el noreste de la Región Pampeana. 
Acompañando a ello se realizará una caracterización de los perfiles fisicoquímicos de 
los cuerpos de agua que se ubican en los agroecosistemas y una prospección de 
plaguicidas en agua y sedimento.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
ÁREA DE ESTUDIO 
El área de estudio (Fig. 16) se encuentra al noreste de la Provincia de Buenos Aires y 
pertenece a la Región Pampeana [230]. El clima es templado y húmedo, tipo B1 B'2 
[231], con una temperatura media anual de 16 °C (medias mínima y máxima de 10,1 y 
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21,8 respectivamente) y una media de precipitación anual de 1000 mm con distribución 
bastante uniforme. Fueron seleccionados nueve sitios de estudio que representan 
agroecosistemas destinados al desarrollo de actividades típicas de la región, alguno de 
los cuales fueron escogidos para llevar a cabo los estudios que conforman el Capítulo I 
y II de esta tesis. Una somera descripción de estos sitios fue aportada oportunamente, 
pero a continuación se provee en detalle la descripción de la totalidad de los sitios que 
integran este capítulo. 
Los Talas (LT) (34° 55’ 54,6’’ S 58° 04’ 29,3’’ O): este establecimiento de 250 
Ha cuenta con parte de su suelo destinado a cultivos de soja, maíz y trigo; mientras que 
otra porción de mismo es destinada a cría de ganado vacuno. En ambos tipos de suelo se 
ubican cuatro charcas temporarias (una se encuentra en los potreros y tres están 
inmersas dentro de los cultivos). En este mismo sitio se llevó a cabo parte de la 
evaluación de efectos de aplicaciones de plaguicidas y también se realizó el estudio a 
nivel poblacional. 
Urquiza (UZ) (34° 55’ 13,5’’ S 58° 06’ 32,9’’ O): el sitio cuenta con cultivos 
extensivos de hortalizas a cielo abierto y cultivos extensivos de maíz y soja. Aunque en 
sus alrededores existen superficies recorridas por cursos de agua que tienen corriente la 
mayor parte del año, fue considerada una única charca temporaria dado que de manera 
general los arroyos con cause continuo no representan adecuados sitios de reproducción 
para los anfibios. Todos estos humedales se encuentran rodeados de cultivos a cielo 
abierto e invernaderos en los cuales se cultivan mayoritariamente hortalizas. En 
conjunto presenta características similares al establecimiento Los Talas pero sus 
alrededores carecen de suelos destinados a cría de ganado vacuno. 
La Abundancia (LA) (34° 57’ 36,4’’ S 58° 04’ 56,7’’ O): en este sitio de 231 Ha 
se desarrollan cultivos extensivos de soja, maíz y trigo. En el mismo se localizan dos 
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charcas temporarias dentro del cultivo, además de un pequeño curso de origen artificial 
que es utilizado para drenar agua de los cultivos. Es un ambiente con características 
similares a los dos mencionados anteriormente dado que se encuentra influenciado por 
actividades hortícolas, aunque carece de sitios cercanos sin cultivos. 
Remes (RM) (35° 01’ 42,4’’ S 57° 59’ 44,1’’ O): este establecimiento de 179 Ha 
cuenta con cultivos de soja, maíz y trigo. Tiene un pequeño curso de agua que cruza 
toda la extensión del campo y a menudo se ve interrumpido formándose 
consecuentemente pequeñas charcas temporarias en donde se reproducen los anfibios. 
En él se estudiaron dos de estas charcas que fueron las de mayor profundidad y por lo 
tanto las más estables. No se encuentran a su alrededor zonas urbanizadas ni cultivos 
hortícolas, pero a una distancia cercana a 500 m se encuentran potreros para cría de 
ganado.  
Olmos (35° 03’ 06,2’’ S 57° 58’ 35,2’’ O): este sitio está rodeado de cultivos 
extensivos, su suelo es destinado al cultivo de maíz, soja y trigo y a una distancia de 700 
m se encuentran grandes extensiones destinadas a cría de ganado vacuno. Este sitio está 
relacionado a un arroyo que durante el período de muestreo no tubo caudal, 
comportándose como una charca temporaria con escasa vegetación.  
Humedal Ana (HA) (35° 04’ 27’’ S 57° 57’ 23,5’’ O): corresponde a un humedal 
que corre paralelamente a las antiguas vías del tren. En sus alrededores se encuentran 
terrenos destinados a ganadería y estando aislado de todos los cursos de agua de la 
región podemos inferir que no cuenta con exposición directa a plaguicidas.  
Humedal Oliden (HO) (35° 07’ 45,6’’ S 57° 53’ 11,4’’ O): es uno de los 
humedales más grandes de la zona. Su suelo está destinado a la cría de ganado vacuno y 
no cuenta en sus alrededores con cultivos.  
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Referencia Santa Ana (SA) (35° 02’ 23,2’’ S 57° 48’ 58,2’’ O) es un 
establecimiento de 142 Ha con actividad ganadera de carga mínima en el cuál no se 
desarrollan cultivos. En este sitio se realizó la comparación de los efectos de 
aplicaciones estudiados en el Capítulo I y el estudio de poblaciones perteneciente al 
Capítulo II. Se estudiaron dos charcas temporarias que se encuentran en el área de 
inundación del Arroyo El Pescado. 
Referencia Quesada (QE) (35° 02’ 23,2’’ S 57° 48’ 58,2’’ O): representa un 
gran humedal, sin incidencia de cultivos. Es un sitio en el cual se desarrolla cría de 
ganado y en general cuenta con similares características (distancia al río, elevación, etc.) 
a las del sitio denominado Santa Ana. 
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Figura 16: Área de estudio: En el mapa central se muestra la ubicación de los agroecosistemas estudiados. Las zonas rurales del partido de La Plata y alrededores se remarcan 
con sombreado gris y los centros urbanos más importantes de la zona se destacan con áreas rayadas. LT: establecimiento Los Talas. UZ: Urquiza. LA: establecimiento La 
Abundancia. RM: establecimiento Remes. OL: Olmos. HA: humedal Ana. HO: humedal Oliden. SA: establecimiento Santa Ana. QE: Quesada. 
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RELEVAMIENTO DE ENSAMBLES  
Los monitoreos fueron conducidos con una frecuencia mayormente mensual en el 
período comprendido entre setiembre de 2009 y abril de 2012. La actividad de los 
anfibios (y con ello la probabilidad de registrarlos) depende de precisas condiciones 
climáticas [232], por lo que todos los sitios fueron relevados en una misma noche desde 
las 21 hasta las 04 h, contando por lo tanto con similares condiciones climáticas. Para 
evitar problemas metodológicos aportados por la variación diaria en la actividad de 
anfibios, los recorridos fueron realizados al azar [122]. Para cada sitio fueron 
considerados los cuerpos de agua como unidades de muestreo independientes.  
En cada sitio y en cada unidad de muestreo fueron implementadas técnicas de 
relevamientos por encuentros visuales y relevamientos por censos auditivos [122] 
conducidos a través de transectas de recorrido fijo con una extensión de 50 x 2 m 
(triplicadas por unidad muestreal) llevadas a cabo, siempre que fue posible, por una 
misma persona. 
 
CARACTERIZACIÓN DE LOS CUERPOS DE AGUA 
En cada ocasión de muestreo fueron tomadas las variables fisicoquímicas de los cuerpos 
de agua. Se midieron por triplicado pH, conductividad, oxígeno disuelto (OD) y 
temperatura empleando la metodología mencionada en el Capítulo I. Para realizar una 
caracterización de la flora macrófita componente de cada charca se procedió a la 
asignación específica de cada planta y se asignó una escala cuantitativa que adoptó 
valores de 1 a 7, donde 1 representa una vegetación monoespecífica y 7 la vegetación 
más diversa [121]. Además fueron consideradas variables espaciales: se estimó la 
superficie de las charcas y se determinó la profundidad media. Dado que el área de 
estudio y fundamentalmente las sitios cultivados RM y LT se localizan en un mosaico 
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de áreas cultivadas y no cultivadas (destinadas a cría de ganado vacuno o campos no 
explotados), se optó por establecer la variable distancia mínima a un área no cultivada. 
Esta última variable toma valores cuantitativos obtenidos a partir de imágenes satelitales 
obtenidas de Google Earth V 6.1.0.5001. Los valores se obtuvieron trazando una línea 
recta desde cada charca hasta el sitio no cultivado más próximo (de extensión superior a 
200 Ha), que en la totalidad de los casos se trata de agroecosistemas destinados a cría de 
ganado vacuno. La información sobre los sitios sin cultivos fue provista por los 
propietarios y encargados de los agroecosistemas cultivados y por un muestreo de 
campo llevado a cabo en el área de estudio. 
 
ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS 
Durante los meses de marzo de 2010 y febrero de 2011, fueron tomadas muestras de 
agua y sedimento de todas las charcas correspondientes a los nueve sitios mencionados. 
Adicionalmente fueron consideradas las muestras de glifosato y sedimentos analizadas 
en el Capítulo I. Las muestras de agua para análisis de insecticidas fueron tomadas en 
botellas de vidrio color caramelo de 250 ml y en el caso de las muestras para análisis de 
glifosato se tomaron en botellas plásticas de 100 ml. Las muestras de aguas fueron 
filtradas por 0,45 micrones y el filtrado fue sometido a extracción en fase sólida (SPE-
C18), según el método descripto por Hernández et al. [233]. Los extractos fueron 
analizados por UPLC-MS/MS, usando dos transiciones de masa por compuesto, para 
cuantificar e identificar cada analito, las condiciones separativas y de detección fueron 
seleccionadas según los lineamientos del Método O-2060-01 de la USGS [234]. Los 
niveles de detección utilizados fueron 0,1 ng/L. Los análisis cromatográficos y la 
interpretación de los cromatogramas fueron realizados por profesionales del CIMA en el 
marco del Proyecto de Investigación PICT 38350 de la ANPCyT.  
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Para el caso de las extracciones de insecticidas en muestras de sedimento y de 
glifosato en muestras de agua, se siguió el mismo procedimiento desarrollado en el 
Capítulo I (ver pág. 26). 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Se realizó un análisis exploratorio para evaluar el nivel del inventario (cantidad 
porcentual del número de especies muestreadas en relación al número de especies 
estimado) y determinar si los muestreos realizados fueron suficientes para obtener el 
registro de todas, o por lo menos la mayoría, de las especies que habitan cada uno de los 
sitios estudiados. Fueron empleados estimadores de riqueza esperada de tipo 
paramétrico (modelo logarítmico) [235] y no paramétrico (Chao 2 y Jacknife de Primer 
Orden) [236]. Además se construyeron curvas de acumulación de especies con un 
reordenamiento aleatorio repetido (100 repeticiones) empleando el programa EstimateS 
V 7.5 [237]. 
Para analizar diferencias en la riqueza de especies entre los sitios estudiados se 
utilizaron modelos lineales generalizados mixtos (MLGM) [125, 127] con distribución 
de error de Poisson y función de enlace log. El uso de la tierra (agroecosistema 
cultivado o de referencia) y cada agroecosistema (LT, UZ, LA, RM, OL, HA, HO, SA y 
QE) fueron considerados como efectos fijos mientras que la ocasión de muestreo fue 
considerada como efecto aleatorio.  
Para comparar patrones de abundancia de especies dentro de cada sitio fueron 
utilizadas gráficas de dominancia-diversidad o gráficas de rango-abundancia [238]. Las 
abundancias fueron convertidas a Log10 (número de individuos de cada especie/ número 
total de individuos).  
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La diversidad en cada uno de los sitios se analizó con el programa Species 
Diversity and Richness 4.0 [239]. Fueron tomados los índices de diversidad de Margalef 
(DMg), de dominancia de Simpson (D) y de equidad de Shannon-Wiener (H') 
[228,229]. Si bien utilizando las curvas de rango-abundancia puede hacerse una 
interpretación gráfica de los valores de dominancia y equidad, los índices aquí 
propuestos pueden ser sometidos a pruebas de hipótesis para verificar su significancia 
[228]. Para los índices D y H' fue realizada una estimación de los intervalos de 
confianza al 95% con el método Boostrap [239]. Las significancias fueron probadas con 
un test de randomización entre pares de sitios [240].  
Para analizar la variación en la composición de los ensambles y su relaciones 
con los parámetros ambientales se implementó un análisis multivariado utilizando el 
programa CANOCO versión 4.53 [241]. La variable de respuesta analizada fue la 
abundancia total de cada especie en cada uno de los relevamientos realizados. Las 
variables ambientales de los cuerpos de agua incluyeron: variables fisicoquímicas (pH, 
conductividad, OD y temperatura), variables espaciales (superficie y profundidad 
media), riqueza de especies de macrófitas y presencia y concentración de plaguicidas. 
En este último caso, dado que se trata de múltiples variables (una por cada plaguicida), 
se eligió representarla como un índice expresado por la siguiente relación: 
 
   
                    
 
 
 
Donde Ci representa a la concentración de insecticidas y Ch+f  la concentración de herbicidas y fungicidas. 
n número de plaguicidas hallados y N es el número total de plaguicidas buscados.  
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Dado que las mediciones de plaguicidas no fueron realizadas para cada ocasión en que 
fueron conducidos los relevamientos, para el análisis multivariado fue tomado el valor 
de Pl más cercano a la fecha de muestreo considerada. Los datos de todas las variables 
ambientales fueron normalizados debido a que poseen diferentes unidades de medida. 
Para evitar que la influencia de especies raras contribuya a una equívoca interpretación 
de los resultados, aquellas especies cuya abundancia relativa total presentó una 
contribución menor al 0,1 % fueron eliminadas del análisis. 
Primeramente se realizó un análisis de correspondencia sin tendencia (Detrended 
Correspondence Analysis - DCA) para determinar si la variación de los datos responde 
de forma unimodal o lineal. Dependiendo de la longitud del gradiente se procedieron a 
realizar distintos tipos de análisis multivariante [241, 242]. Posteriormente se verificó la 
significancia global del modelo para el primer eje y para la suma de todos los ejes 
canónicos y se procedió a la selección de las variables ambientales que se 
correlacionaron de forma significativa con los ejes mediante un testeo de cada una de 
ellas (p < 0,05) utilizando el test permutaciones de Monte Carlo (499 permutaciones). 
 
RESULTADOS 
CARACTERIZACIÓN DE LOS ENSAMBLES 
Un total de 13 especies fueron registradas en el conjunto de los sitios estudiados. Entre 
10 y 12 conforman los ensambles de los agroecosistemas de referencia y entre 7 y 10 
componen los ensambles pertenecientes a los agroecosistemas cultivados (Tabla 19). 
Las curvas de acumulación de especies alcanzaron una fase asintótica en todos los sitios 
de muestreo y dado que asumen similares valores dentro de los agroecosistemas 
cultivados y de referencia, son representadas gráficamente en la Figura 17. Los 
estimadores de riqueza mostraron un nivel de inventario de entre 84 y 100 % (Tabla 20). 
ENSAMBLES DE ANFIBIOS ADULTOS EN AGROECOSISTEMAS 
93 
 
Tabla 19: Composición de especies de los agroecosistemas estudiados correspondientes a sitios 
cultivados y de referencia.  
 CULTIVOS REFERENCIA 
Especies LT UZ LA RM OL HA HO SA QE 
Rhinella arenarum x x x       
Rhinella fernandezae x x x x x x x x x 
Ceratophrys ornata        x x  
Dendropsophus sanborni    x   x x  
Hypsiboas pulchellus x x x x x x x x x 
Pseudis minutus      x x x x 
Scinax squalirostris    x x x x x x 
Scinax granulatus x  x x x x x x x 
Odontophrynus americanus x   x  x x x x 
Pseudopaludicola falcipes x x x x x x x x x 
Leptodactylus latrans  x x x x x x x x x 
Leptodactylus latinasus x x x x x x x x x 
Leptodactylus gracilis x x x x x x x x x 
LT: establecimiento Los Talas. UZ: Urquiza. LA: establecimiento La Abundancia. OL: Olmos. HA: 
humedal Ana. HO: humedal Oliden. SA: establecimiento Santa Ana. QE: Quesada. Las especies 
resaltadas pertenecen a un único tipo de agroecosistema. 
 
LT: establecimiento Los Talas. UZ: Urquiza. LA: establecimiento La Abundancia. OL: Olmos. HA: 
humedal Ana. HO: humedal Oliden. SA: establecimiento Santa Ana. QE: Quesada. * calculado como el 
porcentaje de las especies esperadas sobre el menor valor dentro de los estimadores.  
 
 
 
Tabla 20: Riqueza de especies observadas y estimadas y el nivel de inventario para cada sitio 
de muestreo. 
 CULTIVOS REFERENCIA 
 LT UZ LA RM OL HA HO SA QE 
Especies observadas 9 7 8 10 8 10 12 12 10 
Modelo Logarítmico 9,00 7,00 8,11 10,00 8,00 10,00 12,00 12,00 10,15 
Chao 2 9,00 7,00 8,00 10,00 8,00 10,00 12,23 12,00 10,00 
Jacknife I orden 9,00 8,33 8,13 10,00 8,15 10,00 13,13 12,00 10,34 
Nivel del Inventario* 100 >84,0 >98,4 100 >98,1 100 >91,3 100 96,7 
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Figura 17: Curvas de acumulación de especies en ambos tipos de agroecosistemas. 
 
Los resultados arrojados por el modelo lineal generalizado mixto (MLGM) 
expresan que el momento en que fueron realizados los relevamientos influye de manera 
significativa sobre la riqueza de especies (σ² = 10.37 (±3.22), χ21 = 131,6, p < 0.001). 
Mientras que el efecto de cada sitio (LT, UZ, LA, RM, OL, HA, HO, SA y QE) a través 
del período de muestreo no fue significativo (σ²= 0,05 (±0.22), χ2 1 = 0.7, p = 0.12). El 
modelo resultante expresa que no se registraron diferencias significativas en el número 
de especies en relación al uso del suelo (Z = -1.881 p = 0.06) (Fig. 18). 
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Figura 18: Promedios de la riqueza de especies en los nueve sitios y sus desvíos. Sitios cultivados: LT: 
establecimiento Los Talas, UZ: Urquiza, LA: establecimiento La Abundancia y OL: Olmos. Sitios de 
referencia: HA: humedal Ana, HO: humedal Oliden, SA: establecimiento Santa Ana y QE: Quesada.  
 
Las gráficas de rango abundancia se muestran en la Figura 19. Una interpretación 
netamente descriptiva muestra que en dos sitios de referencia (HO y SA) las curvas 
tienen pendientes menores y asumen formas similares. C. ornata fue la especie menos 
abundante en ambas y si fuera removida del análisis las pendientes mostrarían mucha 
menos elevación. En los sitios de referencia HA y QE se ven pendientes un poco más 
pronunciadas y aunque comparten con HO y SA a H. pulchellus como la especie más 
abundante, en los dos primeros, esta especie mostró dominancia (Fig. 4). En los sitios 
cultivados (LT, UZ, LA, RM y OL) las curvas tuvieron diversas formas aunque L. 
latrans fue la especie más abundante mostrando una marcada dominancia en los sitios 
UZ, LA y OL. Esta especie estuvo precedida por R arenarum e H. pulchellus. Las 
similares pendientes que muestran los sitios UZ, LA y RM resultan elevadas en 
comparación con todos los sitios de referencia y esto está relacionado en parte con la 
dominancia aportada por las tres especies mencionadas. Respecto del sitio LT, muestra 
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una forma de la curva similar a la presentada por los sitios de referencia relacionada a 
que no cuenta con especies dominantes.  
 
Figura 19: Curvas de dominancia-diversidad en los nueve sitios. En color anaranjado se muestran los 
sitios cultivados: LT: establecimiento Los Talas, UZ: Urquiza, LA: establecimiento La Abundancia, OL: 
Olmos. En color verde se muestran los sitios de referencia: HA: humedal Ana. HO: humedal Oliden. SA: 
establecimiento Santa Ana. QE: Quesada. Hp: Hypsiboas pulchellus, Ll: Leptodactylus latrans, Lg: 
Leptodactylus gracilis, Llrs: Leptodactylus latrans, Rf: Rhinella fernandezae, Ra: Rhinella arenarum, 
Ds: Dendropsophus sanborni, Sg: Scinax granulatus, Ss: Scinax squalirostris, Pm: Pseudis minutus, Co: 
Ceratophrys ornata, Oa: Odontophrynus americanus.  
 
Los resultados del análisis de diversidad muestran que los mayores valores del índice de 
diversidad de Margalef (DMg) pertenecen a los sitios de referencia HA, HO y QE al que 
se le suma el sitio cultivado OL y el menor valor corresponde al sitio cultivado LT 
(Tabla 21, Fig. 20). No ha sido puesta a prueba la significancia de este índice dado que 
los intervalos de confianza calculados hacen que no sea apropiada la implementación de 
este análisis.  
La diversidad calculada según el índice de Shannon-Wiener (H') fue 
significativamente mayor (p < 0,05) en el sitio cultivados LT y en los sitios de 
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referencia HA y HO. Los menores valores obtenidos para este índice corresponden a los 
ensambles de los sitios cultivados UZ y LA (Tabla 21, Fig.20). 
El análisis sobre la dominancia (D) mostró que los ensambles pertenecientes a 
los sitios HO y LT tienen valores significativamente altos de dominancia de especies (p 
< 0,05), en tanto que los ensamble más equitativos corresponden a los sitios cultivados 
LA y UZ y al sitio de referencia QE (Tabla 21, Fig. 20).  
 
 
Figura 20: Índices de diversidad en los sitios de estudio. DMg: Índice de Margalef. D: índice de 
dominancia de Simpson. H': Índice de Shannon-Weaner. Sitios cultivados: LT: establecimiento Los 
Talas, UZ: Urquiza, LA: establecimiento La Abundancia y OL: Olmos. Sitios de referencia: HA: 
humedal Ana, HO: humedal Oliden, SA: establecimiento Santa Ana y QE: Quesada. 
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Sitios cultivados: LT: establecimiento Los Talas, UZ: Urquiza, LA: establecimiento La Abundancia y OL: Olmos. Sitios de referencia: HA: humedal Ana, HO: humedal 
Oliden, SA: establecimiento Santa Ana y QE: Quesada. DMg: Índice de Margalef. D: índice de dominancia de Simpson. H': Índice de Shanon-Weaner.  
 
 
Tabla 21: Índices de diversidad de los sitios estudiados pertenecientes a agroecosistemas cultivados y de referencia. 
 CULTIVOS REFERENCIA 
 LT UZ LA RM OL HA HO SA QE 
DMg 
1,01 
(1,01-1,01) 
1,17 
(0,97-1,17) 
1,21 
(1,02-1,22) 
1,38 
(1,38-1,38) 
1,50 
(1,50-1,50) 
1,52 
(1,52-1,52) 
1,94 
(1,73-1,94) 
1,32 
(1,32-1,32) 
1,57 
(1,57-1,57) 
D 
6,92  
(6,72-7,08) 
3,85 
(3,30-4,37) 
3,76 
(3,38-4,23) 
5,31 
(4,91-5,70) 
5,96 
(5,04-6,69) 
5,59 
(4,86-6,26) 
7,18 
(6,26-7,84) 
6,00 
(5,77-6,20) 
3,82 
(3,20-4,49) 
H' 
2,03 
(2,01-2,05) 
1,51 
(1,37-1,61) 
1,56 
(1,45-1,64) 
2,01 
(1,92-2,07) 
1,94 
(1,82-2,01) 
1,95 
(1,86-2,04) 
2,14 
(2,04-2,19) 
2,03 
(2,01-2,06) 
1,79 
(1,65-1,92) 
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CARACTERIZACIÓN DE LOS CUERPOS DE AGUA 
Los resultados de las variables tomadas en cada ocasión de muestreo se detallan en la 
Tabla 22. Cabe destacar que en algunas oportunidades las charcas se encontraron secas 
al momento del muestreo por lo que puede diferir el número de veces en que estos 
parámetros fueron medidos.  
 
ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS  
Se determinó la presencia de plaguicidas en muestras de agua de los ambientes 
estudiados entre los que se encuentran insecticidas (carbaril, imidacloprid, dimetoato, 
malatión, carbofurán, diazinon), fungicidas (epoxiconazol, triticonazol, tebuconazol, 
piraclostrobin, metconazol, cresoxim-metilo), herbicidas (imazaquim, imazapic, 
imazamox, 2,4 D, atrazina, clorimuron-etílico, MCPA, cianazina, metsulfuron, 
glifosato y AMPA) y coadyuvantes (Piperonil butóxido). Las concentraciones no 
exceden en ninguno de los casos los 124 ng /L salvo para el glifosato y AMPA que 
asumieron valores entre 3,5 y 327,2 µg /L. En los sitios de referencia se detectó menos 
variedad de compuestos y en general en menor concentración que en zonas cultivadas. 
En HO y SA se detectaron 12 y 13 de los 27 plaguicidas estudiados, mientras que en 
HA y QE se detectaron 21 y 23 respectivamente. En los sitios cultivados todos los 
plaguicidas buscados fueron detectados. El glifosato no estuvo presente en las muestras 
de agua de los sitios de referencia. Los sedimentos de los sitios de referencia tampoco 
contienen cipermetrina, aunque se detectaron los insecticidas clorpirifós y endosulfán. 
Contrariamente, se registraron concentraciones comparativamente importantes de los 
plaguicidas estudiados en todos los sitios cultivados (Tabla 23).  
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Tabla 22: Valores medios y desvíos estándar (entre paréntesis) de los parámetros que caracterizan las charcas ubicadas en agroecosistemas 
cultivados y de referencia. 
SITIO Charca pH 
Conductividad 
(mS/cm) 
OD (mg/L) T (°C) Área (m2) 
Profundidad 
(cm) 
R DM SC (Km) 
Los Talas 
LT 1 7,10 (0,31) 0,22 (0,20) 9,32 (1,12) 13,9 (5,9) 162,8 (68,9) 44,6 (22,3) 1 0,29 
LT 2 6,53 (0,36) 0,19 (0,22) 9,43 (1,25) 12,9 (7,5) 135 (40,5) 52,9 (29,3) 2 0,31 
LT 3 7,19 (0,37) 0,18 (0,17) 9,12 (1,22) 13,9 (6,4) 131 (44,6) 46,7 (12,6) 1 0,47 
LT 4 6,78 (0,42) 0,19 (0,17) 8,32 (1,38) 12,1 (3,1) 150 (61,5) 48,4 (15,2) 4 0 
Urquiza UZ 1 6,78 (0,38) 0,21 (0,16) 9,42 (1,34) 12,3 (4,1) 98,32 (66,5) 46,7 (12,6) 2 2,14 
La Abundancia 
LA 1 6,92 (0,25) 0,19 (0,19) 9,12 (1,28) 13,9 (6,3) 103,4 (57,5) 48,4 (15,2) 1 2,52 
LA 2 6,99 (0,30) 0,15 (0,11) 10,17 (1,05) 12,4 (6,7) 126,9 (51,6) 45,3 (12,4) 1 3,36 
Remes 
RM 1 7,02 (0,22) 0,23 (0,15) 10,03 (2,12) 13,8 (7,5) 73 (53,5) 57,9 (19,6) 2 0,94 
RM 2 7,06 (0,29) 0,28 (0,32) 9,5 (2,12) 10,7 (6,4) 99 (61,3) 53,9 (11,4) 3 0,36 
Olmos OL 1 6,83 (0,38) 0,27 (0,09) 9,2 (2,31) 11,9 (6,9) 121,12 (71,43) 51,73(13,7) 3 1,59 
Humedal Ana HA 1 6,93 (0,41) 0,21 (0,12) 9,31 (1,51) 10,9 (7,6) 132,7 (63,61) 48,7 (12,6) 5 0 
Humedal Oliden HO 1 7,13 (0,31) 0,18 (0,12) 9,43 (1,97) 12,9 (6,4) 167,4 (71,93) 48,4 (13,2) 6 0 
Santa Ana 
SA 1 6,94 (0,33) 0,17 (0,12) 9,22 (2,12) 11,7 (7,4) 114,6 (51,9) 46,3 (17,2) 7 0 
SA 2 7,09 (0,27) 0,12 (0,14) 9,30 (2,02) 12,5 (6,3) 104,9 (46,3) 41,7 (11,6) 6 0 
Quesada QE 1 7,02 (0,34) 0,20 (0,17) 9,31 (1,92) 12,9 (6,9) 126,3 (56,06) 45,4 (10,7) 6 0 
R: riqueza de especies de macrófitas. DMSC: distancia mínima a otro sitio no cultivado.  
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*Determinación en muestras e sedimento, las concentraciones se encuentran en µg/Kg.  † Concentraciones en µg/L. Las demás determinaciones corresponden a muestras de 
agua y la concentración expresada es ng/L.
Tabla 23: Valores medios de concentraciones de plaguicidas en agua y sedimento pertenecientes a charcas ubicadas en agroecosistemas 
cultivados y de referencia. 
Plaguicida LT 1 LT 2 LT 3 LT 4 UZ 1 LA 1 LA 2 RM 1 RM 2 OL 1 HA 1 HO 1 SA 1 SA 2 QE 1 
Imazapic 6,3 8,6 nd nd 4,0 2,1 6,9 10,7 9,3 10,0 1,2 nd nd nd 0,5 
Imazamox 3,0 0,2 3,4 nd 0,0 0,9 0,0 4,6 5,8 1,0 2,1 nd nd nd 1,8 
2,4D 46,7 26,5 114,7 nd 111,3 13,4 16,4 20,2 86,5 50,0 3,5 10,3 4,7 6,8 7,4 
Atrazina 9,5 23,0 25,9 1,2 10,0 7,6 12,0 44,9 20,6 5,0 9,8 3,5 8,2 8,9 12,3 
Clorimuron etil 9,7 nd 7,3 3,6 7,2 0,7 nd nd nd 8,0 nd 1,4 1,4 nd 0,9 
Imazaquim 12,0 7,0 15,1 16,1 10,4 1,4 9,0 0,9 1,4 24,3 1,2 1,6 1,6 nd 6,7 
MCPA 41,1 4,3 25,2 8,3 10,0 16,9 0,9 17,3 16,9 9,5 nd nd nd nd 15,7 
Cianazina 19,0 nd 23,5 10,7 51,4 0,3 10,0 9,0 6,8 10,3 17,5 nd nd nd 1,9 
Metsulfuron 0,5 0,9 5,3 2,4 4,1 0,2 2,2 1,3 2,1 nd 0,6 nd nd 1.3 2,3 
Glifosato† 165,4 228,4 327,2 12,3 154,6 36,4 25,3 3,5 12,7 nd nd nd nd nd nd 
AMPA† 42,6 36,8 34,5 26,0 37,2 13,4 12,6 44,2 51,3 nd nd nd nd nd nd 
Epoxiconazol 9,3 9,0 14,8 nd 10,3 10,9 2,5 4,3 5,0 8,0 7,9 nd nd nd 4,2 
Triticonazol 10,1 10,1 22,5 6,0 12,1 1.8 5,4 12,8 13,5 17,0 4,8 nd nd nd 8,9 
Tebuconazol 12,8 10,3 37,8 nd 30,0 48.1 19,3 12,6 27,5 25,6 16,1 3,5 1,4 5,9 31,5 
Piraclostrobin 1,9 nd 1,4 nd 1,3 0,5 2,1 0,5 0,9 nd 1,2 nd nd nd 3,0 
Cresoxim metil 18,4 6,5 34,0 5,4 15,4 10,1 7,3 19,6 9,6 8,1 5,0 3,7 6,3 8,9 16,2 
Metconazole 6,1 1,3 10,5 nd 5,4 10,5 4,1 9,1 10,5 6,5 10,2 6,7 7,2 8,0 4,3 
Pireronil-butoxido 3,7 nd 3,0 nd 0,8 2,7 3,0 9,2 0,7 0,9 0,7 0,2 3,2 1,6 3,0 
Carmaril 6,4 nd 5,0 nd 15,4 6,0 0,0 7,8 8,9 nd nd nd nd nd nd 
Malatión 1,0 nd 8,5 nd 5,3 4,2 0,5 8,2 9,2 nd 0,7 nd 0,1 nd 1,9 
Imidacloprid 89,1 57,0 124,0 22,3 44,6 34,2 31,1 4,2 5,8 75,0 31,0 34,2 43,1 22,5 59,0 
Dimetoato 8,7 1,0 16,2 0,3 13,7 1,1 0,0 2,1 0,3 nd 0,8 nd nd nd 4,4 
Diazinon 6,1 4,8 5,8 1,2 1,5 2,6 2,0 6,13 5,4 2,4 0,9 2,1 nd 1,5 3,1 
Carbofurán 19,1 15,5 25,5 0,9 18,9 3,7 3,0 16,3 20,4 13,6 5,4 1,2 1,2 3,9 12,3 
Cipermetrina* 10,2 16,3 53,2 nd 16,3 12,2 27,2 4,1 8.9 16,0 nd nd nd nd nd 
Endosulfán* 30,4 41,2 48,5 25,8 50,2 56,2 74,9 115,2 42,1 24,3 9,4 nd nd nd 1,6 
Clorpirifós* 1,4 2,8 4,9 nd Nd 4,3 2,8 3,2 8,9 nd 2,1 nd nd nd 1,3 
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ANÁLISIS MULTIVARIADO 
El ACD mostró una longitud de gradiente de 2,48 por lo que el análisis multivariado 
fue conducido a través de un análisis de redundancia (ARD). El ARD llevado a cabo 
con todas las variables consideradas determinó que cuatro de ellas estuvieron 
significativamente correlacionadas con los ejes canónicos según el test de 
permutaciones de Monte Carlo: la temperatura (T) (F ratio = 26,17; p < 0,01), el índice 
de plaguicidas calculado (PL) (F ratio = 19,93; p < 0,01), la riqueza de macrófitas (R) 
(F ratio = 4,59; p < 0,01) y la distancia a sistemas no cultivados (DMSC) (F ratio = 
3,10; p < 0,01). Utilizando estas variables fueron construidos el primer y segundo eje 
canónicos, los cuales explicaron el 97,3 % (Tabla 24) de la variación total entre las 
especies y el ambiente. El test de significancia global mostró que la misma se cumplía 
tanto para el primer eje canónico (F ratio = 33,38; p < 0,01) como para la suma de 
todos los ejes (F ratio = 8,48; p < 0,01). Los valores con los cuales las variables se 
relacionan con el primer y segundo eje canónico se muestran en la Tabla 24. Según 
estos valores pueden observarse dos agrupamientos para los sitios y días de muestreo y 
dos para las especies. 
En la Figura 21 se puede observar que los grupos A y B tienen una distribución 
en diagonal que está relacionada con la temperatura (T) y esto determina los gradientes 
de abundancias que decrecen conforme decrece este parámetro ambiental. La 
separación de estos dos grupos está dada por la riqueza de especies de macrófitas (R) 
cuyos mayores valores caracterizan al grupo B que incluye a las charcas de sitios sin 
cultivos (HO, QE y SA) mientras que el índice de plaguicidas (Pl) y la distancia a sitios 
sin cultivar (DMSC) se encuentran relacionados positivamente al agrupamiento A 
conformado por los sitios con cultivos (UZ, LT y LA). En medio de estos dos grupos se 
encuentran algunos muestreos correspondientes a los sitios OL, RM, HA, HO y QE los 
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cuales presentan valores intermedios de variedad y concentración de plaguicidas (Pl), 
así como también valores intermedios de distancias a sitios no cultivados, de manera  
que funcionan como sitios de transición entre los sistemas altamente perturbados y los 
sitios de menor disturbio. 
En la Figura 22 puede apreciarse que las especies ocupan aéreas relacionadas a 
valores de temperatura crecientes. Puede distinguirse la conformación del grupo a (L. 
latinaus y R. arenarum) cuyas abundancias están relacionadas a sitios cultivados. En 
oposición se encuentra el grupo b, conformado por P. minutus, Scinax squaliristris y D. 
sanborni cuyas mayores abundancias caracterizan los ensambles pertenecientes a los 
sitios de referencia relacionadas positivamente con los valores de R y negativamente 
con valores de Pl y DMSC. 
 
Tabla 24: Resultados del ACP para las variables de caracterización de las charcas . 
Variables Componentes principales 
 CP 1 CP 2 
T 0,66 -0,33 
Pl 0,22 -0.28 
R 0.42 0,58 
DMSC -0.39 -0,43 
   
Porcentaje de varianza explicada 68,1 28,2 
Porcentaje acumulado 68,1 97,3 
CP 1: primer componente principal. CP 2: segundo componente principal. T: temperatura. OD: oxigeno 
disuelto, R: riqueza de especies de macrófitas. DMSC: distancia mínima a otro sitio no cultivado. 
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Figura 21: Scatter plot de los sitios de muestreo obtenido a través del análisis ADR. Sitios cultivados: 
LT: establecimiento Los Talas, UZ: Urquiza, LA: establecimiento La Abundancia y OL: Olmos. Sitios 
de referencia: HA: humedal Ana, HO: humedal Oliden, SA: establecimiento Santa Ana y QE: Quesada. 
T: temperatura, Pl: índice de plaguicidas calculado, R: riqueza de macrófitas, DMSC: distancia a 
sistemas no cultivados, A: Grupo A, B: grupo B. 
 
 
 
 
Figura 22: Scatter plot de las especies para todos los muestreos obtenido a través del análisis ADR. Hp: 
Hypsiboas pulchellus, Ll: Leptodactylus latinasus, Lg: Leptodactylus gracilis, Llatr: Leptodactylus 
latrans, Rf: Rhinella fernandezae, Ra: Rhinella arenarum, Ds: Dendropsophus sanborni, Sg: Scinax 
granulatus, Ss: Scinax squalirostris, Pm: Pseudis minutus, Oa: Odontophrynus americanus. T: 
temperatura, Pl: índice de plaguicidas calculado, R: riqueza de macrófitas, DMSC: distancia a sistemas 
no cultivados, a: grupo a, b: grupob. 
 
 
A 
B 
a 
b 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
La manera más sencilla de caracterizar una comunidad o ensamble es por medio del 
número de especies presentes, es decir, a través de su riqueza [229]. Rapport et al. [243] 
incluyen la reducción de la riqueza de especies como uno de los indicadores generales 
de que un ecosistema manifiesta un síndrome de “insuficiencia” (ecosystem distress 
síndrome). Sin embargo este parámetro no fue suficientemente útil para explorar 
diferencias entre los ensambles aquí estudiados si se tiene en cuenta que, en valores 
absolutos, los sitios cultivados sumaron un total de 10 especies mientras que los sitios 
de referencia alcanzaron a 12. Poniendo en consideración cuáles especies conforman 
estos ensambles y no cuántas, las interpretaciones pueden arrojar un poco más de 
claridad. Ha sido mencionado que las especies más sensibles a un contaminante tienden 
a desaparecer de una comunidad expuesta a una determinada fuente de contaminación. 
Asimismo, cabe esperar que las especies raras sean las primeras en ser eliminadas de 
sitios disturbados [222]. La ausencia de una especie en un sitio contaminado a menudo 
supone una consecuencia de la contaminación. Alternativamente, la ausencia de esta 
especie puede ser el resultado de una importante cantidad de factores bióticos y 
abióticos no relacionados con el estrés [226]. En este sentido es apropiado analizar la 
ausencia de dos especies en los agroecosistemas con mayor variedad y concentración de 
plaguicidas. Pseudis minutus es abundante en el área de estudio [96, 244], por lo que su 
ausencia en los sistemas cultivados estudiados (UZ, LT, LA, RM y OL) podría estar 
relacionada a los efectos de los plaguicidas como también a la presencia de distintos 
factores de estrés presentes en estos agroecosistemas con cultivos. Estudios sobre la 
sensibilidad a plaguicidas de P. minutus proveerán información sobre la relación de esta 
especie con ambientes perturbados por presencia de plaguicidas. La segunda especie 
ausente en todos los sitios cultivados y en los dos sitios de referencia con una mayor 
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variedad y concentración de plaguicidas (HA y QE) es C ornata. Este anfibio ha sido 
recientemente categorizado como vulnerable, estando esta categoría determinada por la 
disminución en la frecuencia de los registros acontecidos en la Región Pampeana en los 
últimos 20 años. Como factores causantes de la retracción poblacional de C. ornata se 
mencionan las modificaciones dadas por la agricultura y los procesos de urbanización 
[245]. Sin embargo estudios realizados en el noreste de la Provincia de Buenos Aires, 
zona predominantemente sojera, indican que las poblaciones son abundantes en cortos 
períodos donde la reproducción explosiva característica de esta especie hace que pueda 
ser detectada [246]. Aunque no se dispone de datos sobre la sensibilidad de esta especie 
a plaguicidas cabe esperar que las poblaciones de C. ornata en el área de estudio que 
esta tesis abarca estén siendo afectadas por las prácticas agrícolas y los plaguicidas 
asociados a las mismas. 
R. arenarum fue la única especie representada en los sitios cultivados LT, UZ y 
LA, que estuvo ausente en los sitios de referencia. R. arenarum tiene hábitos peri 
domésticos [96, 247]. Su ausencia no estaría relacionada al desarrollo de prácticas 
agrícolas, sino a que los demás sitios de estudio se encuentran alejados de ambientes 
urbanizados. Esta observación está apoyada por la ausencia de R. arenarum en dos de 
los sitios cultivados (RM y OL) y en grandes extensiones de pastizal de áreas protegidas 
de la provincia de Buenos Aires [244]. 
Los patrones de abundancia permitieron establecer que la especie más abundante 
en los sitios cultivados es L. latinasus, seguida por H. pulchellus en el caso de RM y 
OL, y por R arenarum en LT, LA y UZ. La mayor abundancia en todos los sitios de 
referencia (HA, HO, SA y QE) se obtuvo para H. pulchellus. Estos resultados indican 
que L. latinasus muestra una preferencia por los sitios con cultivos lo cual podría 
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relacionarse a sus hábitos cavícolas [12] y a la posibilidad de refugio que proporciona 
un cultivo.  
Cuando se analizan la forma y la pendiente de las curvas rango-abundancia 
pueden verse dos tendencias. En primer lugar los ensambles que mostraron una 
dominancia marcada de especies son aquellos pertenecientes a los sitios cultivados y de 
referencia con alta presencia de plaguicidas (UZ, LA, RM, OL, HA y QE), exceptuando 
el sitio LT. En segundo lugar las curvas que mostraron mayor pendiente fueron aquellas 
pertenecientes a los sitios cultivados (UZ, LA, RM, OL) entre las que tampoco se 
incluye al sitio LT. Las curvas rango-abundancia pueden ser útiles como una 
aproximación gráfica a los modelos de abundancia de especies desarrollados para 
explicar la estructura de las comunidades [226]. Una gran variedad de modelos fueron 
desarrollados dentro de la teoría ecológica, siendo los más frecuentemente usados 
aquellos que involucran la serie geométrica, la serie logarítmica, la serie log-normal y la 
serie de la vara quebrada [226, 248 - 250]. Un ensamble cuyas curvas de rango-
abundancia muestran la presencia de especies dominantes y pendientes pronunciadas 
responde gráficamente a una distribución de la serie geométrica, mientras un ensamble 
con mayor equitatividad de especies y menor pendiente responde a una serie log-normal 
[226, 229]. Los datos obtenidos en los ensambles estudiados no permitieron realizar el 
ajuste de los mismos a las distribuciones teóricas, por lo tanto tampoco poner a prueba 
la significancia del ajuste dado impedimentos determinados por el número naturalmente 
bajo de especies en los ensambles [251]. Sin embargo los resultados muestran que los 
ensambles establecidos en sitios expuestos a una variada cantidad de plaguicidas y en 
concentraciones mayores tienden hacia una distribución geométrica, mientras que 
aquellos con menor exposición tienden hacia una distribución normal logarítmica. La 
teoría ecológica ha establecido que las comunidades sometidas a contaminación o estrés 
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se caracterizan por un cambio en la abundancia de sus especies, que generalmente 
cambian desde distribuciones normales logarítmicas para tender hacia series 
geométricas [226], lo cual está en acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio. 
Según el índice de Shannon-Wiener, los ensambles más diversos corresponden a 
los sitios de referencia HO y SA al que se le suma el sitio cultivado OL. La mayor 
diversidad según el índice de Margalef se obtuvo en los sitios de referencia HA, HO y 
SA y en el sitio cultivado OL. Estas diferencias expresadas en las medidas de diversidad 
se deben a las distintas ponderaciones que los índices asumen sobre la riqueza y la 
abundancia de especies. El índice de Margalef expresa la diversidad a través de la 
medición de la riqueza específica y supone que existe una relación funcional entre el 
número de especies y el número total de individuos [228], mientras que el índice de 
Shannon-Wiener es una relación entre los valores de riqueza de especies y de 
uniformidad de abundancias de cada especie. Este último es un índice de equitatividad 
en donde los ensambles más diversos serán aquellos que cuenten con mayor número de 
especies (riqueza), pero también cuyas abundancias de estas especies se presenten de 
manera equitativa [228]. Las limitaciones en el uso de estos y otros índices para 
expresar y analizar diferencias en ensambles sometidos a estrés ambiental, fue 
mencionada por varios autores [91]. De allí surgen las recomendaciones sobre la 
realización de generar estudios que incluyan distintas medidas de diversidad. 
Los análisis químicos de plaguicidas evaluados muestran perfiles con 27 
compuestos entre los determinados en agua y en sedimentos, los que conjuntamente 
corresponden a 9 insecticidas, 11 herbicidas, 6 fungicidas y un excipiente. Las 
concentraciones de los mismos en agua no exceden el orden de los ng /L, exceptuando 
el caso del glifosato el cual fue detectado en un intervalo entre 3,5 y 228, 4 µg /L. En 
sedimentos, los valores no excedieron los 130 µg /Kg. Si bien las concentraciones en la 
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fracción soluble de agua de las charcas se encuentran, de manera general, por debajo de 
los niveles de efecto [27], la presencia de estas mezclas complejas alertan sobre los 
peligros potenciales en los ambientes acuáticos de agroecosistemas y zonas de 
influencia, dado que incluso se han detectado algunos compuestos en charcas distantes a 
varios kilómetros de zonas cultivadas. La exportación de plaguicidas ha sido reconocida 
en diversos trabajos y fue asociada al transporte y deposición por acción del viento o 
bien por acción de depósitos atmosféricos que pueden trasladarse a miles de kilómetros 
por la atmósfera y alcanzar la corteza terrestre por acción de lluvias [252 – 255]. 
Si bien fue registrada la presencia de herbicidas, fungicidas e insecticidas, estos 
últimos merecen fundamental atención dada la alta toxicidad que tienen sobre los 
anfibios en comparación con los demás tipos [27, 44]. El imidacloprid considerado 
moderadamente peligroso por la OMS [44], fue el insecticida con mayor frecuencia de 
aparición y el que presentó mayor concentración en las muestras de aguas. Esto se 
encuentra en correspondencia con lo mencionado por [11] que refieren a este 
agroquímico como el insecticida más usado en los cultivos intensivos de la región, sobre 
todo en aquellos que se desarrollan bajo cubierta. El carbofurán, considerado altamente 
peligroso por OMS [44], es también un insecticida de amplio uso en la región, sobre 
todo en cultivos intensivos, aunque su uso tiene importantes restricciones dadas la 
elevada toxicidad y persistencia [11]. El dimetoato y el carbamil, ambos 
moderadamente peligrosos [44] son poco utilizados en cultivos intensivos, aunque su 
aparición frecuente en las muestras puede estar relacionada a que el primero es 
empleado por productores de bajo poder adquisitivo que lo utilizan en grandes 
cantidades, mientras que el carbamil es utilizado para control de plagas en cultivos 
extensivos.  
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Cabe destacar que las mayores concentraciones en agroecosistemas cultivados 
de determinados plaguicidas (cipermetrina, endosulfán, clorpirifós, glifosato y 2,4D) 
están dadas porque algunas de las muestras se analizaron en asociación con eventos de 
aplicación, incluso fueron asociados a estas concentraciones efectos letales y subletales 
estudiados en el Capítulo I. Es necesario tener en cuenta que los niveles de 
concentración de estos plaguicidas pueden verse aumentados si se consideraran 
muestras postaplicación, en los sitios OL y UZ en los cuales no fue posible determinar 
la asociación de la concentración de plaguicidas a la ocurrencia de un evento de 
aplicación inmediato.  
Tomando en consideración las detecciones de plaguicidas en los nueve sitios 
estudiados, junto a los parámetros de caracterización de los cuerpos de agua, se pudo 
demostrar que las mayores abundancias se registran en aquellos agroecosistemas donde 
la concentración de plaguicidas fue escasa tanto cuali como cuantitativamente (SA y 
HO). Los ensambles con abundancias intermedias y con especies dominantes fueron los 
sitios sin cultivos HA y QE, que aún con presencia de plaguicidas cuentan con 
ensambles menos perturbados (desde el punto de vista de la riqueza y la abundancia de 
especies). Como fue mencionado a lo largo de toda la tesis, un agroecosistema cuenta 
con múltiples factores de estrés y en ello puede radicar una explicación plausible a los 
resultados obtenidos. Ha sido demostrado que los anfibios pueden colonizar áreas desde 
otras cercanas consideradas como “fuentes” [256, 257]. En este sentido interesa destacar 
que dentro de los sitios cultivados, los ensambles de RM y LT mostraron mayores 
riquezas y abundancia de especies, lo cual puede estar relacionado a la cercanía a áreas 
sin cultivos que funcionan como fuente proveyendo a los ensambles de nuevos 
individuos colonizadores. Esto se hizo evidente en el ensamble del sitio LT, el cual 
cuenta con charcas dentro de los potreros aledaños a los cultivos. Estas charcas, aún 
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contaminadas con plaguicidas, cuentan con algunos indicadores de un mejor estado: no 
reciben la aplicación directa de plaguicidas y por lo tanto las concentraciones de los 
mismos resultan inferiores, tienen mayor riqueza de macrófitas, son sitios preferidos 
para la reproducción los cuales tienen mayor cantidad de puestas (Capítulo I), y en 
consecuencia mayor abundancia de larvas. Además no fueron registrados en ellas, 
efectos de aplicaciones de plaguicidas ocurridos en cultivos aledaños sobre larvas 
(Capítulo I). Fue demostrado que la riqueza de especies vegetales de charcas y cuerpos 
de agua se encuentra relacionada con la riqueza y abundancia de especies de anfibios 
[20, 152] lo cual está en concordancia con los resultados obtenidos en este capítulo. Por 
lo antes expuesto, puede establecerse un gradiente en orden creciente de disturbio y 
empobrecimiento de los ensambles determinado por el uso de la tierra (cultivos y sitios 
destinados a cría de ganado), la composición de los perfiles de agroquímicos y la 
distancia a sitios sin perturbación por parte de cultivos (Fig. 23). 
 
Figura 23: esquema que representa la relación de los ensambles estudiados con las características de los 
sitios que ocupan. 
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La ecotoxicología de comunidades ha adoptado algunas de las aproximaciones 
derivadas de la ecología básica de comunidades para predecir los efectos de estresores 
químicos [91]. Las medidas de diversidad pueden proveer indicadores del buen 
funcionamiento de un ecosistema y en el contexto de una investigación ecotoxicológica 
aportar puntos finales útiles indicadores de efecto de disturbios antrópicos [114]. El 
presente estudio sugiere que son necesarias estrategias de análisis que incluyan distintas 
medidas de diversidad para comprender la estructura de los ensambles que se 
desarrollan en sitios con impacto de plaguicidas. Asimismo resultó necesaria una 
adecuada caracterización de los factores de estrés operantes en cada agroecosistemas 
que actúan en adición con los plaguicidas. Un análisis más acabado podrá ser provisto 
cuando sea conocida la sensibilidad de las especies componentes de estos ensambles, 
sobre todo de aquellas ausentes en sistemas altamente perturbados.  
El estudio de ensambles de anfibios en agroecosistemas tiene relevancia e 
implicancias en la biología de la conservación, no sólo porque los humedales están en 
declive [258], sino también debido a las preocupaciones sobre el papel que los 
plaguicidas pueden estar jugando en las declinaciones globales de anfibios [85]. 
Algunos autores sugieren que el deterioro de comunidades de anfibios es notable en 
zonas con actividades agrícolas intensivas y sostenidas en el tiempo [22]. Sin embargo 
ha sido difícil establecer el rol de los plaguicidas en este proceso, aun teniendo en 
cuenta la vasta información existente en relación al efecto de los mismos sobre anfibios 
obtenidos en ensayos de laboratorio.  
Los patrones de diversidad de los ensambles estudiados en el presente capítulo 
son resultado de un proceso histórico y no ha sido estudiada la relación con 
exposiciones a plaguicidas en este contexto. Por lo tanto, el presente trabajo arroja 
evidencia concluyente sobre la relación entre la presencia y concentración de 
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plaguicidas y la estructura de los ensambles de anfibios del noreste de la Región 
Pampeana sólo si se tienen en cuenta los efectos perniciosos evidenciados a nivel 
individual y de las poblaciones dentro de un marco de concatenación de efectos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO IV 
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INTRODUCCIÓN 
Durante los últimos cuarenta años, las eco-regiones que integran la baja cuenca del Río 
de la Plata han estado expuestas a una creciente intervención humana, marcada por un 
aumento considerable en la proporción de la superficie cultivada [9]. Particularmente la 
Región Pampeana experimentó los cambios de mayor envergadura, debido a la 
expansión de la superficie destinada a cultivos anuales. A mediados del siglo XX se 
sostenía en las praderas pampeanas un uso mixto del suelo asignado a actividades 
agrícola-ganaderas integradas. La situación cambió a fines del siglo XX y principios del 
XXI cuando este sistema de uso mixto se sustituye por uno en el cual la agricultura y la 
ganadería se desacoplaron y especializaron individualmente, dentro un planteo aún más 
intensivo [259]. La gran modificación de los sistemas naturales suscitó problemáticas 
ambientales que se reflejan en una importante pérdida de nutrientes y degradación del 
suelo, aumento en las exportaciones de agua virtual, aparición de nuevas plagas, 
enfermedades y malezas tolerantes y resistentes y contaminación de los cursos de agua 
por pesticidas; cuyo impacto sobre la porción biótica de los ecosistemas no ha sido 
siquiera estimada [260]. 
Como fue mencionado anteriormente, la Región Pampeana alberga una amplia 
variedad de cultivos agrícolas entre los que se destacan en cuanto a superficie 
implantada los cultivos extensivos de soja, maíz girasol, trigo, cebada, avena, centeno, y 
sorgo. A su vez en los cinturones periurbanos se cultivan en forma intensiva, bajo 
invernáculo y a campo todas las especies hortícolas destinadas a consumo interno [11]. 
La mayoría de las prácticas ya sean intensivas o extensivas implican el uso de 
agroquímicos como factor común que trae aparejados efectos negativos sobre la fauna y 
flora no blanco de aéreas productivas de la Región Pampeana [57, 77, 78, 94, 99, 141, 
261, 262]. Los impactos adversos asociados a la utilización de esta amplia variedad de 
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agroquímicos sobre grupos particulares de organismos han sido poco estudiados y son 
escasos los trabajos que integran información proveniente de escenarios de exposición y 
efectos que pueden ser integrados en el marco de una evaluación de riesgo ecológico 
[93, 99, 100].  
La evaluación de riesgo ecológico fue definida como el proceso de asignación de 
magnitudes y probabilidades a los efectos adversos relacionados con actividades 
humanas o catástrofes naturales [263], o como el conjunto de métodos científicos 
formales destinados a estimar magnitudes y probabilidades de efectos adversos sobre 
organismos y ecosistemas resultando de eventos en el ambiente que incluyen la 
liberación de contaminantes, las modificaciones físicas y los desastres naturales [87]. En 
términos generales, riesgo químico es la probabilidad de que ocurra un efecto adverso 
por exposición a un compuesto tóxico o mezcla [88]. La caracterización más sencilla de 
un riesgo puede ser realizada en función de cocientes que responden a una comparación 
de valores únicos de efecto y exposición, basándose en la relación de una concentración 
de exposición y un punto final de efecto [89]. El valor obtenido es útil como 
herramienta de aproximación al riesgo aunque sensu estricto representa un peligro, 
dado que no está asociado a la probabilidad de ocurrencia. Las limitaciones de su uso se 
centran en que debe asumirse que las condiciones de exposición y efecto se dan en todo 
momento y en todo lugar [90]. El análisis de la peligrosidad de un determinado 
compuesto puede ser enmarcado dentro de las primeras instancias de la evaluación del 
riesgo ecológico. De esta manera es preciso realizar una adecuada caracterización de la 
exposición, así como también una adecuada caracterización de los efectos. 
El desarrollo y utilización de cocientes de peligrosidad y riesgo, ha tenido un 
amplio debate en la ecotoxicología actual [89]. Los mismos pueden ser estimados a 
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través de relaciones de Toxicidad /Exposición (TER: Toxicity/Exposure Ratios) y de los 
cocientes de Peligro (HQ: Hazard Quetients).  
En los capítulos precedentes fue provista información referente al efecto de los 
plaguicidas sobre anfibios. Fueron demostrados efectos a nivel individual los cuales 
tienen implicancias a escala de las poblaciones y los ensambles, sin embargo es de 
interés realizar un análisis sobre cómo estos escenarios inciden en la anfibiofauna si 
interesa caracterizar el riesgo del uso de plaguicidas a nivel regional.  
Se propone como objetivo del presente capítulo realizar un análisis de la 
peligrosidad de algunos de los plaguicidas ampliamente utilizados en prácticas agrícolas 
(cipermetrina, endosulfán, clorpirifós y glifosato) sobre larvas de anfibios de la Región 
Pampeana.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
La caracterización de la peligrosidad de los insecticidas clorpirifós (CLOR), endosulfán 
(END) y cipermetrina (CY) y del herbicida glifosato (GLY) fue llevada a cabo mediante 
el uso del índice QH cuyos valores superiores a uno (1) indican que el tóxico cuenta con 
peligrosidad de generar efectos adversos [264]. Siguiendo el criterio “del peor caso o 
escenario”, se utiliza la concentración de efecto de la especie más sensible y la mayor 
concentración esperada en el ambiente.  
En primer lugar fueron calculados los HQ en escenarios de exposición 
determinados por las concentraciones de plaguicidas detectados en distintos sitios de la 
Región Pampeana [95, 99, 116, 141, 142, 265]. Los escenarios de exposición aquí 
propuestos son en general cuerpos de agua lóticos donde la entrada de plaguicidas se da 
principalmente por escorrentía superficial o por deriva de las aplicaciones. En este caso 
el perfil de efectos se elaborará utilizando parámetros ecotoxicológicos, específicamente 
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CL50 (< 96 h) para especies de anfibios anuros provenientes de ensayos de toxicidad 
aguda en condiciones controladas de laboratorio [32, 33, 44, 45, 47, 49, 57, 64, 73, 83]. 
Se procedió a la selección de la especie más sensible y en el caso de haber datos 
disponibles para especies nativas fueron consideradas adicionalmente aun no 
exhibiendo un mayor valor de sensibilidad. 
Fueron calculados además índices de peligrosidad utilizando escenarios de 
exposición correspondientes a cuerpos de agua lénticos, de tipo temporario y 
semitemporario, ubicados en aledaños o inmersos en zonas de cultivos extensivos o 
intensivos. La forma de entrada de los plaguicidas a los sistemas es por aplicación 
directa. Se utilizarán las concentraciones de los plaguicidas obtenidas en agua total 
durante el transcurso de este estudio y los porcentajes de efecto sobre la mortalidad de 
larvas expuestas a esas concentraciones (Capítulo I). En este caso no pudieron ser 
determinadas las concentraciones de clorpirifós, razón por la cual el índice no fue 
calculado.  
 
RESULTADOS 
Los índices de peligrosidad HQ se detallan en la Tabla 25. Los índices calculados en 
base a las concentraciones en campo y los porcentajes de efecto obtenidos se muestran 
en la Tabla 26. En ambos casos el herbicida glifosato no demostró peligrosidad.  
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Tabla 25: Cocientes de peligro (HQ) calculados en base a concentraciones de plaguicidas en cuerpos de agua de la Región Pampeana y a los valores de CL50  
 CL50  µg/L Referencia µg/L Referencia HQ 
Clorpirifós      
Rana boylii 
Hypsiboas pulchellus 
3,0 
10,2 
Sparling & Fellers (2009) 
Agostini et al. (2009) 
10,8 
10,8 
Marino & Ronco (2005) 
Marino & Ronco (2005) 
3,6 
1,1 
Endosulfán      
Hypsiboas pulchellus 0,12 Agostini et al. (2009) 230,5 Capítulo I 1930,2 
Cipermetrina      
Dutaphrynus melanostictus 
Physalaemus biligonigerus 
9,0 
129,2 
Saha & Kavirah (2008) 
Izaguirre et al. (2006) 
194,0 
194,0 
Marino & Ronco (2005) 
Marino & Ronco (2005) 
21,5 
1,5 
Glifosato      
Scinax nasicus  1740,0 Lajmanovich et al. (2003) 660 Peruzzo et al. 2008 0,3 
Tabla 26: Cocientes de peligro calculados en base a concentraciones de plaguicidas medidas en campo y a los porcentajes de efecto obtenidos  
 % de efecto 24 h Referencia µg/L Referencia  
Endosulfán      
Hypsiboas pulchellus 96,9 Capítulo I 230,5 Capítulo I 2,4 
Cipermetrina      
Leptodactylus latrans 25,2 Capítulo I 365,2 Capítulo I 14,5 
Glifosato      
Hypsiboas pulchellus 1 Capítulo I 231,8 Capítulo I 231,8 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
Como hemos mencionado en los capítulos precedentes existe una amplia bibliografía 
referente al efecto de los plaguicidas sobre anfibios basada principalmente en estudios 
de laboratorio [27, 83]. Sin embargo al realizar la búsqueda de información 
complementaria a la generada en este trabajo de tesis doctoral, llama la atención los 
escasos datos existentes de CL50 (72 o 96 h) de los plaguicidas clropirifós, endosulfán, 
cipermetrina y glifosato. Esta información se ve parcializada si se acota la búsqueda a 
formulaciones comerciales o a principios activos, y aún más pronunciada si interesa 
obtener estos datos para especies nativas. 
La escasez de información también se refleja en los pocos trabajos existentes 
sobre datos de concentraciones ambientales de los plaguicidas ampliamente usados en la 
región. Aún es más escasa la información si se tienen en cuenta las concentraciones de 
plaguicidas obtenidas en agua y sedimento en sistemas lénticos. Unos pocos trabajos 
han dado a conocer concentraciones en este tipo de cuerpos de agua [19, 47, 99, 100]. 
Los resultados sobre los índices de peligrosidad HQ expresan similares 
tendencias a las obtenidas en ensayos de laboratorio y campo con larvas de anfibios 
referentes a la toxicidad relativa de los compuestos en cuestión si se tienen en cuenta 
especies nativas. Tomando en consideración que un valor superior a uno (1) determina 
la existencia de peligrosidad, se muestra que la misma resulta elevada en el caso de los 
insecticidas clorpirifós, endosulfán y cipermetrina mientras que el glifosato no resultó 
peligroso para larvas de anfibios anuros considerando efectos agudos letales en ninguno 
de los escenarios. 
Los antecedentes indican una notable peligrosidad de los plaguicidas para los 
insecticidas clropirifós, endosulfán y cipermetrina de acuerdo a los resultados obtenidos 
en estudios realizados con otro tipo de organismos [100 - 102]. El glifosato exhibe baja 
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peligrosidad aguda (efectos letales) para las especies de anfibios consideradas, sin 
embargo pudo ser demostrado a través del presente estudio que aplicaciones en 
condiciones naturales generaron efectos subletales en larvas de anfibios nativos 
(Capítulo I).  
El clropirifós es considerado moderadamente tóxico para anfibios, fitoplancton y 
zooplancton; altamente tóxico para peces y muy altamente tóxico para anélidos y 
crustáceos [42, 44]. Por su parte, el endosulfán es considerado moderadamente tóxico 
para anfibios, anélidos y fitoplancton; altamente tóxico para crustáceos y zooplancton y 
muy altamente tóxico para peces [44, 51]. La cipermetrina no tiene un acuerdo sobre la 
asignación a una categoría de toxicidad para anfibios dado que los rangos de 
concentraciones de efecto son muy amplios, pero es considerada altamente tóxica y muy 
altamente tóxica para anélidos, crustáceos y zooplancton [44, 49]. Finalmente, el 
glifosato es considerado levemente tóxico para anfibios, peces y zooplancton y 
moderadamente tóxico para crustáceos y anélidos [44, 266]. En vistas de estas 
categorías de toxicidad [267] proporcionadas por valores de LC50 obtenidas en ensayos 
de laboratorio [44] es posible establecer que la peligrosidad de los plaguicidas 
evaluados no sólo está dada sobre las comunidades de anfibios anuros sino que además 
alerta sobre el riesgo que corren gran parte de los componentes bióticos de los 
ecosistemas acuáticos pampeanos. 
Los efectos adversos de la exposición a una sustancia tóxica, como los 
plaguicidas, dependen de cada compuesto en particular, como así también de la 
concentración y ruta de exposición, y del tiempo y frecuencia de este contacto [23]. Los 
efectos adversos dependen también de las características anatómicas, fisiológicas y de la 
historia natural de los individuos expuestos; es decir, que el riesgo también está 
determinado en función de la vulnerabilidad de la población. Es importante considerar 
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que si bien se están evaluando pulsos de contaminación por parte de cuatro plaguicidas, 
los resultados obtenidos en los Capítulos I y III de esta tesis, indican que las larvas de 
anfibios están expuestas a concentraciones subletales de una amplia variedad de 
agroquímicos. Asimismo la detección de insecticidas en sedimentos no asociados a 
aplicaciones previas sugiere la posibilidad de que las exposiciones ocurran de manera 
crónica.  
El conjunto de resultados alerta sobre la necesidad de contar con estudios más 
detallados para estimar el riesgo de la anfibiofauna asociada a agroecosistemas de La 
Región Pampeana. Se hace patente la necesidad de generar información proveniente de 
efectos letales y subletales de los plaguicidas sobre especies nativas en condiciones de 
campo y laboratorio. Complementariamente es necesario realizar estudios sobre 
concentraciones de plaguicidas en agua y sedimento de cuerpos lóticos. De esta manera 
podrá generarse la información adecuada necesaria para implementar medidas de 
protección en estrategias de manejo y control de sistemas productivos.  
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Durante las últimas tres décadas se generó un gran caudal de información referente a 
los efectos de plaguicidas sobre anfibios, cuyo motor impulsor fue la hipótesis de que el 
uso de plaguicidas asociados a prácticas agrícolas es uno de los factores causantes del 
fenómeno de declinación mundial [38]. La ecotoxicología de plaguicidas en anfibios se 
basó principalmente en datos provenientes de investigaciones realizadas con bioensayos 
de toxicidad de laboratorio, mientras que muy pocos estudios se desarrollaron en 
condiciones naturales [33]. Los estudios de laboratorio demostraron, además de efectos 
letales, efectos neurotóxicos que repercuten sobre los movimientos de natación [48, 56, 
64, 104, 109, 268]. Adicionalmente la inhibición en el crecimiento representa un efecto 
frecuentemente mencionado en la literatura [50, 57, 64, 69, 269]. En este trabajo de 
tesis fue posible demostrar que la exposición en condiciones naturales induce similares 
tipos de efectos que los mencionados en la literatura. La reducción de los movimientos 
natatorios y la inhibición del crecimiento fueron efectos bien representados cuando se 
estudiaron condiciones de exposición en escenarios reales. Además, se concluye que el 
nivel de los efectos observados en los ensayos a campo es concordante con los 
resultados obtenidos en laboratorio [33], evidenciándose el siguiente orden de toxicidad 
relativa: endosulfan > clorpirifós > cipermetrina >> glifosato. 
La gran mayoría de los estudios conducidos en laboratorio fueron realizados 
bajo exposición a plaguicidas en forma de compuestos activos y poca información está 
disponible sobre el efecto de la enorme variedad de formulaciones comerciales [33, 44]. 
También se destaca que la mayoría de los efectos sobre anfibios asociados a plaguicidas 
fueron estudiados a partir de ensayos de laboratorio que probaron la toxicidad de un 
sólo compuesto [19, 33, 44]. Ha sido mencionado que los efectos de las mezclas de 
aplicación y la amplia variedad de excipientes de las formulaciones comerciales resultan 
poco predecibles y de allí la necesidad de estudiar efectos en escenarios reales de 
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exposición [100, 105, 158, 270]. Los resultados del presente trabajo de tesis fueron 
obtenidos a partir de evaluaciones en escenarios de campo que incluyen la aplicación de 
plaguicidas en formulaciones comerciales y en mezclas de los mismos, y por tanto 
pueden esperarse diferencias en los valores de toxicidad de los compuestos respecto de 
aquellas obtenidas en laboratorio sobre todo en el caso del glifosato. 
Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, junto a los resultados de esta 
tesis, se concluye que las evaluaciones en escenarios reales de exposición resultan 
necesarias y permiten complementar los perfiles de evaluación de riesgo de plaguicidas 
basados en estudios desarrollados en laboratorio. Ambos enfoques de la ecotoxicología 
pueden ser empleados como estrategias integradas para valorar los efectos adversos de 
los plaguicidas sobre anfibios nativos. 
Las exposiciones en condiciones ambientales y los distintos factores de estrés 
que operan en los agroecosistemas a través de escalas múltiples, están comúnmente 
interconectados y contribuyen a complejizar los contextos en los cuales se evalúan los 
impactos [19, 27, 271]. Los diversos escenarios de exposición que actúan en los 
distintos estadios de vida de los anfibios deben ser detalladamente analizados y 
discutidos para poder comprender los efectos perjudiciales inducidos por los 
agroquímicos, que según algunos autores han sido hasta el momento subestimados [27, 
75]. 
Reveladores estudios han demostrado que los plaguicidas pueden causar 
beneficio a las larvas de anfibios, distendiendo las relaciones de competición e 
incrementando la fuente de alimento disponible [137, 272, 273] o eliminando a los 
predadores [274]. Aunque estas variables no han sido estudias en el presente estudio, los 
resultados obtenidos a partir de las evaluaciones en campo advierten que las 
aplicaciones de plaguicidas están generando efectos perniciosos en estadios larvales de 
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Hypsiboas pulchellus, Rhinella fernandezae y Leptodactylus latrans, tres especies 
representativas de la región [12]. Estos efectos se vieron evidenciados no sólo en la 
reducción de la supervivencia de larvas expuestas, sino también en el conjunto de 
puntos finales subletales puestos a prueba en el presente estudio. 
Frecuentemente los cambios en el comportamiento (entre ellos los movimientos 
de natación) representan los primeros signos de exposición a un determinado estrés 
químico [27], lo cual hace de este punto final un muy sensible indicador de exposición. 
Sin embargo dependiendo de la capacidad de detoxificación del compuesto y de la 
recuperación, este punto final puede carecer de relevancia ecológica [23, 275]. Los 
resultados obtenidos en relación al efecto de los plaguicidas sobre el movimiento larval 
no evidenciaron recuperación, sino agravamiento luego de 24 y 48 h de exposición. 
Asimismo, debe ser considerado que la incapacidad de movimiento puede, en el caso de 
los estadios larvales, aumentar la probabilidad de predación y disminuir el tiempo 
dedicado a la búsqueda de alimento [156, 276] conduciendo finalmente a la muerte de 
los individuos. El agravamiento de los efectos en la natación determinando la ulterior 
muerte fue demostrado para otras especies de anfibios y está vinculado a la persistencia 
de la toxicidad [277]. También fue comprobado que efectos letales pueden evidenciarse 
de manera tardía respecto de la exposición al tóxico y son conocidos como efectos 
retrasados (lag effect) [54]. No fue estudiado en el presente trabajo el agravamiento de 
los efectos a nivel individual de cada larva, aunque la ausencia de recuperación 
registrada a las 48 h de ocurridas las aplicaciones alerta sobre este posible efecto. Una 
evaluación sobre la persistencia de la toxicidad de los plaguicidas implicados podría 
arrojar evidencias sobre la ocurrencia y significancia del este fenómeno.  
El caso de las exposiciones de glifosato merece ser discutido de manera 
particular. Redefinido por numerosos autores como un herbicida de corta persistencia en 
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el ambiente y baja toxicidad sistémica para humanos, vertebrados en general e insectos 
[68, 278], ha sido señalado como un agroquímico seguro y de bajo riesgo para los 
sistemas y entornos agrícolas en los cuales es utilizado [266]. Alternativamente, fue 
demostrado que el compuesto activo y la amplia variedad de formulaciones comerciales 
de este herbicida pueden ser tóxicas para anfibios, otros vertebrados e insectos [37, 69, 
136, 279, 280]. Esta creciente evidencia apoyada fundamentalmente en estudios de 
laboratorio, alerta sobre la peligrosidad de este herbicida. Pocos estudios con anfibios 
fueron conducidos en escenarios reales de exposición, los cuales no arrojaron resultados 
concluyentes. Por un lado sugieren que el glifosato en formulaciones comerciales no es 
tóxico a concentraciones ambientalmente relevantes y su toxicidad es altamente 
dependiente del sitio en que ocurren las aplicaciones, así como también de la especie 
expuesta [108, 281]. En el otro extremo se hallan los estudios que identifican al 
glifosato en su amplia variedad de formulaciones comerciales, como un compuesto 
tóxico para larvas de anfibios [19, 111]. Los resultados del presente trabajo indican que 
las aplicaciones de formulaciones de este herbicida mostraron toxicidad y la 
disminución en el movimiento de larvas expuestas aporta evidencia concluyente. 
Inclusive, se detectaron descensos en la abundancia de larvas luego de transcurridos 
cinco días de las aplicaciones, con información fidedigna de ausencia de otras 
aplicaciones en la zona inmediata a las charcas. Podría esperarse que los efectos 
subletales observados en relación a las aplicaciones de glifosato conduzcan 
eventualmente a la muerte de los organismos, lo cual ha sido demostrado para varias 
especies de ranas leopardo [139]. En vistas de la información existente y atendiendo a 
los resultados alcanzados en este estudio se destaca que la evaluación de la toxicidad y 
la consecuente peligrosidad de una sustancia deben estar basadas en una adecuada 
selección de puntos finales con significancia ecológica. 
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La expansión e intensificación de las prácticas agrícolas constituye uno de los 
cambios ambientales predominantes en tiempos contemporáneos [282]. Las prácticas 
relacionadas a la agricultura pueden afectar a los ecosistemas de distintas maneras. El 
reemplazo de paisajes naturales por unas pocas especies vegetales que conforman 
monocultivos ha generado importantes impactos relacionados a la modificación y 
fragmentación del hábitat [283], sin embargo los efectos producidos por la utilización 
de agroquímicos conexos a estas prácticas sobre anfíbios nativos ha sido un tema 
controversial [85, 176]. En este trabajo de tesis fue comprobado un descenso en la 
supervivencia larval de tres especies de anfibios luego de las distintas aplicaciones 
mediante la utilización de limnocorrales, lo cual constituye la prueba que establece la 
relación univoca causa-efecto para cuatro de los plaguicidas más comúnmente usados 
en la región. Adicionalmente pudo corroborarse que los descensos en la supervivencia 
de larvas confinadas en los limnocorrales se ven reflejados en los descensos de la 
abundancia a nivel de las charcas. A partir de este escenario fue posible aplicar la 
propuesta de Newman & Clements [91] en la cual la ecotoxicología se desarrolla dentro 
del paradigma de una ciencia jerárquica y los efectos entre los distintos niveles de 
organización pueden extrapolarse entre sí.  
Como ha sido indicado oportunamente, la mortalidad, la inhibición del 
crecimiento, el tiempo a la metamorfosis y las altas prevalencias de malformaciones en 
larvas que cumplen sus ciclos en charcas pertenecientes a sistemas cultivados puede 
estar en estrecha relación con la exposición a plaguicidas, ya sea por acción directa o 
indirecta. Los efectos indirectos pueden tener su origen en los cambios que los 
plaguicidas determinan sobre los parámetros fisicoquímicos de las charcas [56, 160], 
sobre las comunidades algales fuente de alimento para las larvas [139] o sobre las 
relaciones intra/ interespecíficas [76]. No han sido realizados en este trabajo de tesis 
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estudios relacionados con los efectos de plaguicidas sobre la comunidad algal ni cómo 
estos afectan a las relaciones intra/ interespecíficas, aunque ha podido ser demostrado 
que los valores de los parámetros fisicoquímicos de las charcas (pH, conductividad, OD 
y temperatura) no cambian pasadas las 24 y 48 h de las aplicaciones por lo que no están 
asociados a los mortalidades observadas. Los dos efectos indirectos restantes tienen un 
tiempo de acción prolongado antes de que sean observados [79, 156] por lo cual 
tampoco estarían explicando las mortalidades obtenidas a 24 y 48 h de exposición. Estos 
efectos indirectos podrían estar actuando generando inhibición del crecimiento y 
menores tiempos a la metamorfosis, los cuales fueron detectados en larvas de sitios 
cultivados. Sea cual fuera el o los factores operantes (directos o indirectos), el hecho de 
que los renacuajos de charcas expuestas experimenten una metamorfosis temprana antes 
de alcanzar el tamaño umbral para ésta, resulta en individuos terrestres con tamaños 
corporales reducidos y una consecuente baja eficiencia biológica [284]. De esta forma la 
población puede verse afectada negativamente con la presencia de adultos 
comprometidos en su desempeño y a largo plazo podrían evidenciarse extinciones 
locales asociadas a una baja viabilidad poblacional [104]. Los bajos valores de los 
índices de condición corporal correspondientes a la clase etaria de juveniles habitantes 
de sistemas cultivados se prolongan a las edades adultas en concordancia con lo 
demostrado para otras especies de anfibios [284]. 
Es probable que un sistema alterado (como lo es un monocultivo) pueda soportar 
capacidades de carga inferiores a las de un sitio menos perturbado [285], es decir, que 
puede mantener una menor cantidad de individuos. Aunque en las bajas abundancias de 
larvas que logran completar la metamorfosis podría subyacer la causa primaria de las 
bajas densidades de adultos detectadas en las tres poblaciones pertenecientes al sitio 
cultivado.  
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Los estudios sobre poblaciones de H. pulchellus, R. fernandezae y L. latrans se 
llevaron a cabo en dos agroecosistemas con distinto grado de disturbio. Si bien ambos 
sitios son representativos y en ellos se llevan a cabo actividades productivas típicas de la 
región, podría esperarse que las diferencias obtenidas a nivel de los parámetros 
poblaciones se deban a algún factor de tipo histórico no ponderado en este estudio, o 
simplemente a efectos del azar. Para despejar estas incertidumbres fue realizado un 
estudio a mayor escala espacial que involucra a nueve ensambles de anfibios habitantes 
de agroecosistemas con distinto grado de modificación por parte de actividades 
agrícolas. Las diferencias en las abundancias de H. pulchellus, R. fernandezae y L. 
latrans resultado de los estudios realizados en los dos sitios mencionados se vieron 
reflejadas cuando se evaluaron los ensambles de nueve agroecosistemas, es decir, que 
estas tres especies son menos abundantes en aquellos sitios sometidos a una intensa 
actividad agrícola y con presencia de una elevada cantidad de plaguicidas.  
Además de poder establecer las relaciones entre los niveles de organización 
mencionados, interesó realizar un estudio sobre los ensambles dado el gran consenso 
existente sobre el hecho de que las medidas de diversidad (o puntos finales en el marco 
de la ecotoxicología de comunidades) pueden ser usadas como indicadoras del buen 
funcionamiento de un ecosistema [226]. Frecuentemente los valores de riqueza (número 
de especies) son utilizados para advertir cambios en los ecosistemas generados por 
actividades antrópicas [91, 229]. Los resultados de este trabajo de tesis no permitieron 
identificar diferencias en la riqueza de especies entre los distintos ensambles por lo cual 
resultó necesario implementar análisis de abundancias de especies. Los mismos 
indicaron que las relaciones de abundancia en sistemas cultivados se ven distorsionadas 
en relación a aquellas pertenecientes a ensambles de sitios sin cultivos. No sólo H. 
pulchellus, R. fernandezae y L. latrans, sino que la mayoría de las especies presentan 
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abundancias menores en sitios cultivados y con mayor número de plaguicidas 
detectados, mientras que dos de ellas (Leptodactylus latrans y Rhinella arenarum) 
parecen poder explotar los recursos que proporcionan los agroecosistemas cultivados.  
Tomando en consideración las características fisicoquímicas y espaciales y la 
presencia y concentración de los plaguicidas analizados en aguas y sedimentos, pudo 
demostrarse que las mayores abundancias de anfibios se registran en aquellos 
agroecosistemas menos contaminados, con un mayor número de especies de macrófitas 
y una menor distancia a sitios con escaso disturbio. El conjunto de estos factores y los 
resultados arrojados son coincidentes con otros estudios que demuestran la existencia de 
diversos factores de estrés en adición al tipo y concentración de plaguicidas presentes en 
el ambiente que operan sobre los patrones de diversidad [19, 256].  
Los ensambles pertenecientes a sitios cultivados se encuentran ubicados en un 
mosaico de explotaciones agrícola-ganaderas [92]. De esta manera los cultivos que 
tienen cierta cercanía con sitios menos disturbados contienen ensambles con mayor 
cantidad de especies y mayor abundancia de las mismas. Estos sitios, que resultaron ser 
en su totalidad pasturas para cría de ganado, relacionados básicamente con áreas 
inundables, podrían proveer de individuos que migren y colonicen las charcas de los 
cultivos, oficiando de áreas fuente [257, 279]. Es ampliamente conocido que las 
poblaciones de anfibios fluctúan y la dinámica de las metapoblaciones puede dar lugar a 
extinciones locales y colonizaciones que son difíciles de documentar y predecir [179]. 
Pero aun asumiendo el más alentador escenario donde las especies recolonizan las 
aéreas impactadas, las reiteradas aplicaciones de plaguicidas junto a los volúmenes 
utilizados, apoyarían con mayor peso la posibilidad de ocurrencia de extinciones 
locales. Esto ocurriría sobre todo en sitios con alto grado de fragmentación [179] que se 
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encuentran aislados de sitios menos disturbados y con mayor probabilidad en el caso de 
las especies más sensibles de los ensambles. 
Finalmente puede concluirse que si bien distintos factores de estrés están 
contribuyendo a la generación de los efectos evidenciados en este estudio a través de los 
distintos niveles de organización biológica, las detecciones de agroquímicos en 
muestras ambientales prueban que la exposición a los mismos es un factor clave. La 
aplicación del razonamiento inductivo y el paradigma de la ecotoxicología como una 
ciencia jerárquica resultó una excelente herramienta de análisis conceptual, permitiendo 
establecer que aquellos efectos de los plaguicidas evidenciados a nivel individual 
determinan la estructura de las poblaciones y de los ensambles de anfibios a nivel 
regional en el noroeste de la Región Pampeana argentina. Futuras investigaciones que 
identifiquen el efecto de múltiples factores de estrés son necesarias para determinar el 
grado en que los plaguicidas contribuyen a estos efectos.  
Estudios conducidos en agroecosistemas de la Región Pampeana han 
demostrado que en ambientes lóticos la escorrentía proporciona una mayor vía de 
entrada a los sistemas acuáticos superficiales que la deriva [77, 100]. Las 
concentraciones obtenidas en sedimentos estuvieron en el orden de los 10 µg /kg en el 
caso de la cipermetrina y el clorpirifós, mientras que el endosulfán fue más frecuente y 
en algunos casos superó los 20 µg /kg. A lo largo del trabajo de campo fue presenciada 
en varias oportunidades la aplicación directa y sin interrupción sobre estos cuerpos de 
agua, los cuales son de tipo léntico y presentan áreas y profundidades menores en 
comparación con los sistemas lóticos. Es probable que las altas concentraciones 
detectadas en el presente trabajo estén asociadas a las aplicaciones directas de los 
plaguicidas (por aspersión) que constituyen la mayor fuente de impacto sobre los 
cuerpos de agua estudiados. 
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En el presente estudio se demostró la existencia de una importante variedad de 
plaguicidas detectados en agua y sedimento los cuales no se asocian a la práctica de 
control químico inmediata. Además, algunos estudios comprobaron la alta persistencia 
de toxicidad de los plaguicidas comúnmente usados en la región sobre fauna nativa, 
pudiendo esta persistencia variar de acuerdo al plaguicida aplicado y al organismo en 
que se evalúa el efecto [99, 100]. Los ciclos larvales de las especies de anfibios tienen 
una duración máxima de 70 días en temporada estival [12]. Teniendo en cuanta la 
variedad de plaguicidas, sus concentraciones y la persistencia de la toxicidad de alguno 
de ellos es posible determinar que las exposiciones a los plaguicidas de anfibios de la 
Región Pampeana (fundamentalmente en su fase de vida acuática) están ocurriendo a 
nivel crónico, además de los pulsos agudos que han venido siendo estudiados [Capítulo 
I, 57, 77]. 
A partir de los cocientes de peligrosidad calculados fue posible establecer que 
los insecticidas representan una fuente de riesgo para las especies de anfibios. Estos 
resultados y los obtenidos en diferentes niveles de organización biológica reúnen una 
importante evidencia sobre la peligrosidad y los efectos inducidos por las prácticas 
agrícolas extensivas e intensivas y sostenidas en el tiempo sobre anfibios nativos de la 
región.  
El desarrollo de actividades agrícolas es identificado como una de las mayores 
causas que contribuyen a la pérdida de biodiversidad, no sólo por la reducción y 
fragmentación del hábitat consecuencia de las inmensas extensiones de tierra que 
ocupan, sino por el efecto de los agroquímicos empleados. Los modelos productivos 
existentes a nivel mundial seguirán dependiendo de la utilización de una variada 
cantidad de plaguicidas por lo cual el presente estudio puede contribuir al desarrollo de 
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adecuados métodos de análisis y predicción de efectos asociados a los plaguicidas y su 
implicancia en medidas de gestión y protección de anfibios autóctonos. 
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ANEXO I 
 
ABREVIATURAS 
ACD: análisis de correspondencia sin tendencia 
AIC: criterio de información de Akaike 
ANMAT: Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica 
ARD: análisis de redundancia 
CASAFE: Cámara Argentina de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes 
CL50: Concentración Letal Media 
CLOR: clorpirifós 
CY: cipermetrina 
END: endosulfán  
FAO: Food and Agricultural Organization 
GLY: glifosato 
IRAM: Instituto Argentino de Racionalización de Materiales 
LHC: longitud del cuerpo, hocico-cloaca 
lme4: Linear mixed-effects models using S4 classes 
MLG: modelos lineales generalizados 
MLGM: modelo lineal generalizado mixto 
MLGrM: modelo lineal general mixto 
nlme: Linear and Nonlinear Mixed Effects Models 
NRA: National Registration Authority for Agricultural and Veterinary Chemicals 
OMS: Organización mundial de la salud 
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
USEPA: United States Environmental Protection Agency 
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